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3Abstrakt
In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von intraepithelialen Lymphozyten
(IEL), oxidativem Streß und endogenen Schutzmechanismen bei GvHR,
Dünndarmtransplantation, Sepsis, Morbus Crohn sowie intestinalem
Ischämie/Reperfusionsschaden (I/RS) analysiert. Die Bestimmung der
phänotypischen und funktionellen Charaktistika der IEL im Rahmen der o. g.
Erkrankungen wies auf eine Selektion bestimmter T-Zell Subpopulationen in der
Darmschleimhaut hin. Zusätzlich konnte gezeigt werden, daß IEL nicht nur als
Effektorzellen zur mukosalen Barrierefunktion beitragen, sondern auch
regulierende Funktionen bei weiteren Abwehrmechanismen der Darmschleimhaut,
wie z.B. der NOS-2 Expression besitzen. Die Untersuchungen zum intestinalen
I/RS zeigten eine Gewebeschädigung nicht nur im Darm sondern auch der Leber
nach selektiver intestinaler Ischämie. Dabei konnte in beiden Organen oxidativer
Streß als ein Faktor der Gewebeschädigung nachgewiesen werden. Bei der
Modulation des I/RS durch Gabe von Zytokinen konnte eine Zunahme des I/RS
durch Gabe von IL-10 und eine Abnahme des I/RS durch IL-2 erreicht werden.
Der positive Effekt der IL-2 Gabe war von einer verstärkten und verlängerten
NOS-2 mRNA Expression sowie einer gesteigerten NO-Freisetzung begleitet. Im
Gegensatz dazu fehlte nach IL-10 Gabe die Zunahme der NOS-2 Epxression
ebenso wie ein Anstieg der NO-Metabolite im Serum. Die verminderte NO-
Produktion könnte somit den negativen Effekt des anti-inflammatorischen IL-10 auf
den I/RS erklären.
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4Abstract
In this study, the role of intraepithelial lymphocytes (IEL) was analyzed in Graft-
versus-Host disease, small bowel transplantation, sepsis and inflammatory bowel
disease. Furthermore, the influence of oxidative stress and endogenous protective
mechanisms on the development of intestinal ischemia/reperfusion injury was
determined. The phenotypic and functional characteristics of IEL in these diseases
indicated that only specific T-cell subsets selectively migrate and/or survive in the
intestinal mucosa. In addition, it was demonstrated that IEL display several
functions in the intestinal barrier system: they are cytolytic effector cells, but do
also exert regulatory functions on the expression of mucosal host defense
mechanisms such as NOS-2 expression. The investigations on intestinal ischemia
/ reperfusion injury revealed that selective intestinal ischemia induces tissue injury
not only in the intestine, but in the liver as well.  In both organs, oxidative stress
plays a predominant role in the development of tissue destruction. Modulation of
I/RS by administration of cytokines lead to increased tissue damage after IL-10
administration and reduced tissue injury after IL-2 administration. The beneficial
effect of IL-2 may have been due to an increased NOS-2 mRNA expression and
the subsequently increased NO production. In contrast, IL-10 administration failed
to induce an increased NOS-2 mRNA expression or NO production in the intestine
and liver.
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71 EINLEITUNG
Der Gastrointestinaltrakt enthält eine der größten Lymphozytenpopulationen des
menschlichen Körpers: in jedem Meter Darm sind mehr als 1010 Immunglobulin
produzierende Zellen enthalten und im Epithel der Darmschleimhaut ist jede
sechste Zelle ein Lymphozyt (1).  Diese intraepithelialen Lymphozyten (IEL) sind
erst in den 80er Jahren in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses
gerückt.  Zunächst waren es die phänotypischen Besonderheiten der IEL, die
diese Zellen für Immunologen interessant machten.  Während sich die restlichen
Lymphozytenpopulationen des sog. „gut associated lymphoid tissue“ (GALT), die
Lymphozyten der Lamina propria (LPL), die Lymphozyten der Peyer’schen
Plaques (PPL) sowie die Lymphozyten der mesenterialen Lymphknoten (MLNL)
nicht wesentlich von anderen peripheren Lymphozytenpopulationen unterscheiden
(2,3), besitzen IEL phänotypische Charakteristika, die sie erheblich von anderen
Lymphozyten abgrenzen (4,5). Neben einer ungewöhnlichen Verteilung der reifen
Lymphozytensubpopulationen enthalten IEL auch zahlreiche unreife, sonst nur im
Thymus anzutreffende Lymphozyten.  Der Nachweis dieser unreifen Zellen in der
Darmschleimhaut führte zur Hypothese einer thymusunabhängigen T-Zellreifung
im Darm.  Bestätigt wurde diese Hypothese, als in neonatal thymektomierten
Mäusen, die eigentlich keine reifen T-Zellen besitzen, reife T-Zellen im Darm
gefunden wurden (6,7).  Aufgrund dieser Beobachtungen mußte das bis dahin
gültige Dogma der alleinigen T-Zellreifung im Thymus als widerlegt gelten.
Neben diesen phänotypischen und ontogenetischen Besonderheiten weisen IEL
auch funktionelle Charakteristika auf, die sie von anderen Lymphozyten
unterscheiden und für eine immunologische Überwachungsfunktion in der
Darmschleimhaut prädestinieren: die Hypothese einer „first line of defense“ der
IEL im mukosalen Immunsystem entstand (8,9).
Aber trotz einer weitgehenden Beschreibung der physiologischen Charakteristika
der IEL bezüglich Phänotyp, Ontogenese und Funktion, war die Bedeutung dieser
hochspezialisierten Zellen im Rahmen verschiedener Erkrankungen zu Beginn
dieser Arbeit weitgehend unklar.  Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher
u. a. versucht werden, die Funktion der IEL bei einigen dieser Erkrankungen zu
charakterisieren.
81.1 PHÄNOTYP UND FUNKTION INTRAEPITHELIALER LYMPHOZYTEN
IEL liegen in direkter Nachbarschaft der Epithelzellen in der Darmschleimhaut
nahe dem Darmlumen.  Sie bestehen fast ausschließlich aus CD3+ T-Zellen,
deren überwiegender Anteil CD8+ ist und enthalten weder B-Zellen noch
Makrophagen (4,10).  Demgegenüber enthalten die übrigen
Lymphozytenpopulationen des GALT oder des peripheren Blutes weniger als 40%
T-Zellen, die vornehmlich einen CD4+CD8- Phänotyp aufweisen (3).  Neben
diesem Übergewicht an CD8+ T-Zellen unterscheiden sich IEL noch in weiteren
Punkten von peripheren Lymphozyten:
• IEL enthalten einen erheblichen Prozentsatz an doppelt positiven (CD4+CD8+)
und doppelt negativen (CD4-CD8-) unreifen Lymphozyten (5).  Je nach Spezies
schwankt der Anteil dieser unreifen Zellen, die sonst nur im Thymus
anzutreffen sind, zwischen 10% und 20%.
• weniger als 40% der CD8+ IEL exprimieren das für periphere T-Zellen typische
CD8 Molekül, das aus einem membranständigen α/β Heterodimer (CD8αβ)
besteht.  Über die Hälfte der CD8+ IEL weisen hingegen ein homodimeres, aus
zwei α Ketten gebildetes CD8 Molekül (CD8αα) auf (4,11).
• IEL und periphere T-Zellen differieren auch in der Struktur ihres T-Zell-
Rezeptors (TCR). Die T-Zellen des peripheren Immunsystems exprimieren an
ihrer Zelloberfläche fast ausschließlich einen TCR, der aus einer α und einer β
Kette gebildet wird (αβTCR), wohingegen ein großer Anteil der IEL einen TCR
exprimiert, der aus einer γ und einer δ Kette gebildet wird (γδTCR) (11-13).
Allerdings schwankt der prozentuale Anteil an γδTCR+ Zellen in der
Darmmukosa beträchtlich zwischen verschiedenen Spezies.  So sind bei
Mäusen bis über 50% der IEL γδTCR+ (14), wohingegen beim Menschen der
Anteil an γδTCR+ Lymphozyten in der Darmmukosa bei weniger als 30% liegt
(15,16).
IEL lassen sich somit entsprechend der Expression von CD4, CD8, der Struktur
ihres CD8 Moleküls (αβ versus αα) oder ihres TCR (αβ versus γδ) in zahlreiche
Untergruppen aufteilen. Dabei finden sich auch Subtypen, die in anderen
peripheren Lymphozytenpopulationen nicht nachweisbar sind, wie z.B.
9CD8αα+γδTCR+ Zellen. Diese „darmspezifischen“ Subtypen weisen auf eine
thymusunabhängige T-Zellreifung im Darm hin (6,11,17).  Im Rahmen dieses
thymusunabhängigen Reifungsprozesses wandern unreife Vorläuferzellen aus
dem Knochenmark in die Darmschleimhaut und reifen dort über die
Zwischenstufen der doppelt negativen und doppelt positiven Zellen zu IEL.  Die
thymusunabhängigen IEL tragen überwiegend den homodimeren CD8αα
Rezeptor und sind zu etwa gleichen Teilen αβTCR+ oder γδTCR+ (18).  Zu den
Besonderheiten der thymusunabhängigen T-Zellreifung gehören die
eingeschränkte positive und negative Selektion der Lymphozyten.  Bei der
thymusabhängigen T-Zellreifung führt diese Selektion im Thymus zur Eliminierung
autoreaktiver Zellen, während eine mangelhafte Selektion bei der
thymusunabhängigen T-Zellreifung den hohen Anteil potentiell autoreaktiver Zellen
im intraepithelialen Kompartiment erklären könnte (6,19).
Allerdings reift nur ein Teil der IEL im Darm.  IEL, die den heterodimeren CD8αβ
Rezeptor exprimieren und meist αβTCR+ sind, scheinen analog anderer peripherer
Lymphozyten die verschiedenen Stadien der T-Zellreifung im Thymus zu
durchlaufen und erst danach in den Darm zu wandern (20).
IEL unterscheiden sich auch funktionell von den restlichen Lymphozyten des
GALT und von den T- Zellen des peripheren Immunsystems.  So reagieren IEL in
vitro nur schwach auf Mitogene wie Concavalin A, PMA oder Ionophore (wie z.B.
Ionomycin), wohingegen diese Stimuli sehr effektiv die Proliferation peripherer
Lymphozyten bewirken können (21).  Ebenso ist die proliferative Antwort auf die
Stimulierung durch CD3/TCR vermittelte Signale bei IEL schwächer ausgeprägt
als bei T-Zellen des peripheren Immunsystems (21-23).  Andererseits sind IEL in
der Lage, nach Stimulation durch Mitogene oder TCR-vermittelte Signale
verschiedene Zytokine, wie IL-3 (8), IL-4 (24), IL-5 (9,25) und IFN-γ (9,24-27) zu
produzieren.
Es wird daher vermutet, daß IEL als zytokinproduzierende Zellen regulatorische
Funktionen bei der Immunantwort im Darm haben.  Möglich ist dabei sowohl die
Initiierung von Abwehrmechanismen zur Infektions- und Tumorabwehr, wie z.B.
die Produktion von Stickstoffmonoxid durch Epithelzellen (28), als auch die
Erhaltung der mukosalen IgA Antwort bei gleichzeitig bestehender oraler Toleranz
10
(10,13,29).
Die besonders charakteristische Eigenschaft der IEL ist jedoch ihre ausgeprägte
spontane zytolytische Aktivität, die sich vermutlich gegen alterierte oder entartete
Epithelzellen richtet (12,21,23,30-32).  Während zirkulierende periphere T-Zellen
mit der Ausnahme von NK-Zellen per se keine zytotoxische Aktivität aufweisen
und erst nach antigener Stimulation zu zytotoxischen Zellen, den sog. CTL
(cytotoxic T lymphocytes) reifen, scheinen IEL keinen äußeren antigenen Stimulus
zu benötigen, um ihre zytolytische Aktivität zu entwickeln (33).  So zeigen selbst
IEL von keimfrei aufgezogenen Mäusen eine ausgeprägte spontane nicht
spezifische zytolytische Aktivität (32).
Die Bedeutung dieser zytolytischen Aktivität ist bislang nicht eindeutig geklärt.  Die
Beobachtung, daß Antigene bakteriellen (26,34) oder viralen Ursprungs (35-37),
heat-shock Proteine (38), und sog. nicht-klassische, streß-induzierbare MHC
Moleküle auf Epithelzellen (39) von zytolytischen IEL erkannt werden können,
führte zu der Vermutung, daß IEL eine sog. „first line of defense“ der Darmmukosa
darstellen.  Im Rahmen dieser Verteidigungsfunktion sollen IEL nicht nur
Infektionen durch die Beseitigung infizierter Epithelzellen bekämpfen können,
sondern auch der Entwicklung gastrointestinaler Tumoren durch Lyse entarteter
Darmzellen entgegenwirken können (40,41).
Die wichtigste Funktion der IEL scheint demnach in einer immunologischen
Überwachung der Darmschleimhaut zu bestehen, wahrscheinlich mit dem Ziel
sowohl eine überschießende Immunantwort zu kontrollieren, als auch notwendige
Abwehrmaßnahmen gegenüber Tumoren und Mikroorganismen zu initiieren bzw.
auszuführen.
1.2 IEL NACH DÜNNDARMTRANSPLANTATION
Untersuchungen über intraepitheliale Lymphozyten nach Dünndarmtransplantation
befassen sich vornehmlich mit dem Thema der akuten Transplantatabstoßung und
analysieren dabei vor allem phänotypische Veränderungen der Lymphozyten (42-
44).  Hintergrund der Untersuchungen sind die Schwierigkeiten, die bei der
Diagnose einer akuten Abstoßung nach Dünndarmtransplantation auftreten
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können.  So trifft der Grundsatz, daß eine Infiltration des transplantierten Organs
durch Lymphozyten des Empfängers ein histologisches Kennzeichen einer akuten
Abstoßung ist, bei der Dünndarmtransplantation nur begrenzt zu (45).  Die
lymphozytäre Infiltration des Transplantats zeigt nach Dünndarmtransplantation
nicht sicher eine akute Abstoßungsreaktion an, sondern kann lediglich Folge der
physiologischen Migration von Lymphozyten im Gastrointestinaltrakt sein
(2,20,46).  Diese physiologische lymphozytäre Migration führt auch ohne
Abstoßung zur zunehmenden Verdrängung der Spenderlymphozyten in der
Lamina propria, den Peyerschen Plaques sowie den regionalen Lymphknoten
durch Lymphozyten des Empfängers.  Daher erscheint der Nachweis von
Empfängerlymphozyten in diesen Teilen des Darmes zur Abstoßungsdiagnostik
nur wenig geeignet.
Basierend auf der Hypothese, daß IEL an der physiologischen lymphozytären
Migration nicht teilnehmen (6), wurde von einigen Autoren die Infiltration des
intraepithelialen Kompartiments mit Empfängerlymphozyten als sicheres Zeichen
einer akuten Abstoßung gewertet (42).  Da inzwischen aber zumindest für die
thymusabhängig gereiften IEL ein Migrationsverhalten ähnlich dem anderer
Lymphozyten des GALT als wahrscheinlich gilt, ist diese Hypothese kritisch zu
diskutieren (11,20).  So bleibt die Bedeutung der Infiltration der Mukosa mit
Empfängerlymphozyten im Rahmen der akuten Abstoßung ungeklärt, wenngleich
der Nachweis spenderspezifischer zytotoxischer Lymphozyten im Darm nach
Dünndarmtransplantation auf eine Beteiligung der infiltrierenden Zellen bei der
Gewebezerstörung bei akuter Abstoßung hinweist (47).
1.3 IEL BEI GRAFT-VERSUS-HOST-REAKTION
Das komplementäre Gegenstück zur akuten Abstoßungsreaktion (Host-versus-
Graft-Reaktion) ist die Graft-versus-Host-Reaktion (GvHR), die als
immunologische Reaktion immunkompetenter transplantierter Zellen gegen den
Empfängerorganismus definiert ist (48). Voraussetzung für die Entwicklung einer
GvHR ist die Transplantation immunkompetenter Zellen, die sich genetisch vom
Empfänger unterscheiden. Gleichzeitig muß der Empfängerorganismus unfähig
sein, auf die transplantierten Zellen adäquat zu reagieren, bzw. diese zu
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beseitigen (48,49).
Häufigste Ursache dieser Unfähigkeit ist die medikamentös induzierte
Immunsuppression des Empfängers z.B. nach Knochenmarktransplantation.  Im
Tiermodell läßt sich dieses Fehlen einer Immunantwort des Empfängers durch die
Transplantation elterlicher Zellen in einen F1-Nachkommen induzieren.  Da F1-
Nachkommen elterliche Zellen nicht als fremd erkennen können, unterbleibt die
Immunantwort (50,51).  Die transplantierten elterlichen Zellen hingegen lösen eine
GvHR im Empfänger aus, die je nach Stammkombination der Spender- und
Empfängertiere und in Abhängigkeit von der transplantierten Zellpopulation
verschiedenster Ausprägung sein kann.  Vorteil dieses parent-into-F1-Modells ist
die Ausbildung einer reinen GvHR ohne Abstoßungsreaktion.  Außerdem müssen
die Empfänger bei diesem Modell nicht wie bei klinischer
Knochenmarktransplantation üblich, bestrahlt oder chemotherapeutisch
vorbehandelt werden, wodurch die Beurteilung der durch GvHR induzierten
Veränderungen erschwert würde (52).
Zu den am schwersten in Mitleidenschaft gezogenen Organen bei akuter GvHR
gehören neben Leber und Haut insbesondere der Gastrointestinaltrakt (53-55).
Histologisch finden sich hier neben Epithelzellnekrosen, Kryptenhyperplasie und
einem submukösem Ödem insbesondere eine Infiltration der Lamina propria und
der Mukosa mit Spenderlymphozyten (53,56).  Dabei zeigt sich bei der
phänotypischen Analyse der infiltrierenden Lymphozyten im Gastrointestinaltrakt
sowohl bei Patienten mit GvHR, als auch in verschiedenen Tiermodellen akuter
GvHR regelmäßig ein Übergewicht an CD8+ T-Zellen.  Die infiltrierenden Zellen im
Darm weisen damit einen Phänotyp ähnlich der IEL auf, unterscheiden sich aber
von den infiltrierenden Zellen in anderen von GvHR in Mitleidenschaft gezogenen
Organen.  Dort kann es je nach Disparität zwischen Spender und Empfänger
(MHC II oder I) entweder zur verstärkten Proliferation der CD4+ oder CD8+
Spenderlymphozyten kommen.
Die Ursache der phänotypischen Selektion der infiltrierenden Lymphozyten im
Darm ist noch wenig verstanden.  Eine wichtige Rolle bei dieser selektiven T-Zell
Migration spielt vermutlich die Expression verschiedener Adhäsionsmoleküle, die
entscheidenden Einfluß auf die Lymphozytenmigration im Gastrointestinaltrakt
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haben können (57).
Ungewiß ist auch die Bedeutung der lymphozytären Infiltration der Mukosa für das
Ausmaß und den Verlauf der Erkrankung.  So wird der Aktivierung der
infiltrierenden Zellen durch Empfängerantigene eine wichtige Rolle bei der
Induktion des Gewebeschadens zugeschrieben und der Nachweis einer
spezifischen zytolytischen anti-Host Aktivität der Spender T-Zellen in den
Zielorganen akuter GvHR unterstützt diese Hypothese (53).  Andererseits
korreliert das Ausmaß der Gewebezerstörung in den betroffenen Organen nicht
immer mit dem Ausmaß der lymphozytären Infiltration (54,55,58), so daß die
genauen Mechanismen der Gewebezerstörung bei dieser Erkrankung als noch
nicht ausreichend definiert gelten müssen.
1.4 IEL BEI SEPSIS
Infektionen zählen zu den häufigsten Erkrankungen, die den Gastrointestinaltrakt
betreffen können.  Die klinisch schwersten Manifestationen bakterieller, meist
gram-negativer Infektionen sind Sepsis oder SIRS (systemic inflammatory
response syndrome) und ein evtl. daraus resultierendes Multiorganversagen,
wenngleich die Entwicklung von Sepsis und SIRS nicht zwingend an eine
vorausgehende Infektion gebunden ist (59).  Als auslösendes Agens gram-
negativer Sepsis werden Lipopolysaccharide (LPS) der bakteriellen Zellwand
angesehen, deren intravenöse Gabe sowohl beim Menschen als auch bei Tieren
ein dem septischen Schock ähnliches Krankheitsbild mit Fieber, Hypotonie und
inadäquater Organperfusion auslösen kann.  Ursächlich scheint dabei die
Freisetzung zahlreicher Zytokine, allen voran TNF-α, IL-1β und IL-6 zu sein
(60,61)
Ausgangspunkt dieser bakteriellen Infektionen ist oft der Gastrointestinaltrakt mit
seinem fast unerschöpflicher Reservoir potentiell pathogener Keime.  In der Regel
wird die Invasion von Mikroorganismen aus dem Darmlumen durch ein komplexes
Barrieresystem verhindert, zu dem neben zahlreichen unspezifischen
Mechanismen wie Schleimproduktion, rascher Epithelerneuerung, Peristaltik und
mukosaler IgA Sekretion auch die Lymphozyten des GALT, allen voran die IEL,
beitragen (2,10,62-64).
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Eine Herabsetzung dieser mukosalen Schutzfunktionen kann die Entwicklung von
Infektionen begünstigen.  So kommt es nach Verbrennungen oder Polytrauma zu
einer Herabsetzung der mukosalen Barrierefunktion (65).  Interessanterweise
kann die Translokation von Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt aber auch
durch Endotoxinämie verstärkt werden (66).  Damit wären die Voraussetzungen
für den Teufelskreis einer sich selbst unterhaltenden Infektion gegeben.  Da dies
in der Regel aber nicht eintritt, sondern der Körper in der Lage ist,
Krankheitserreger zu eliminieren, muß es nach Endotoxinämie neben einer
Herabsetzung der Barrierefunktion gleichzeitig zu einer Aktivierung von
Abwehrmechanismen kommen.  Auch hier könnten IEL die Protagonisten einer
solchen aktivierten Abwehr sein (67).  Die Berichte über phänotypische
Veränderungen intestinaler Lymphozyten nach Sepsis, die eine Aktivierung dieser
Lymphozyten widerspiegeln könnten, widersprechen sich jedoch (26,68) und über
die funktionellen Veränderungen der IEL nach Endotoxinämie ist bislang nur wenig
bekannt.
1.5 IEL BEI MORBUS CROHN
Morbus Crohn, eine der Manifestationen chronisch entzündlicher
Darmerkrankungen beim Menschen, ist durch chronisch rezidivierende, nicht-
infektiöse transmurale Entzündungen des Gastrointestinaltraktes charakterisiert
(69-71).  Während die klinischen und histopathologischen Merkmale des Morbus
Crohn umfassend charakterisiert wurden, bleibt die Ätiologie dieser Erkrankung
unklar.  Eine der Hypothesen zur Pathogenese des Morbus Crohn beruht auf der
Dysfunktion des intestinalen Immunsystems und einer daraus resultierenden
inadäquaten und überschießenden Immunantwort.  In der Folge kann sich eine
Kreuzreaktion gegenüber bakteriellen Antigenen und Epithelzellen entwickeln, die
schwere Entzündungen und Zerstörung der Darmschleimhaut induziert und
unterhält (71,72).
Unterstützt wird dieses Konzept eines gestörten immunologischen Gleichgewichts
im Gastrointestinaltrakt bei Morbus Crohn durch die Beobachtung, daß sog. TCR-
knock-out Mäuse, die erhebliche Veränderungen verschiedener T-Zell
Populationen aufweisen, auch entzündliche Veränderungen im
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Gastrointestinaltrakt entwickeln, die wiederum den Veränderungen von Patienten
mit Morbus Crohn entsprechen (73-75).  Desweiteren zeigte sich, daß die
Behandlung mit Immunosuppressiva, die die T-Zell Funktion beeinflussen, wie z.B.
Cyclosporine, den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kann (76). Schließlich
konnte bei einigen Patienten mit schwerem Morbus Crohn durch allogene
Knochenmarktransplantation eine langfristige Remission erreicht werden (77).
Wenngleich diese Ergebnisse die Hypothese einer abnormen lymphozytären
Aktivierung bei Morbus Crohn unterstützen, so herrscht doch Unklarheit über die
beteiligten Lymphozytenpopulationen und die auslösenden Momente dieser
Aktivierung.  Die Beobachtung, daß sich ein Rezidiv der Erkrankung durch
Ingestion von Darminhalt auslösen läßt, deutet erneut auf luminale Antigene als
entscheidende Faktoren bei der Entwicklung entzündlicher Darmerkrankungen
(78).  Die ersten Lymphozyten, die durch derartige luminale Antigene aktiviert
werden könnten, sind die intraepithelialen Lymphozyten.  Auf eine mögliche
Beteiligung dieser Zellen am Krankheitsprozeß weist auch die vermehrte
Proliferation und Zytokinproduktion intraepithelialer Lymphozytenzelllinien von
Patienten mit Morbus Crohn hin (79).  Ein weiterer Hinweis auf eine selektive T-
Zell Aktivierung im Gastrointestinaltrakt ist der Nachweis erhöhter Konzentrationen
von IL-2 mRNA im Darm, nicht aber im peripheren Blut bei Patienten mit chronisch
entzündlicher Darmerkrankung (80).  Vor diesem Hintergrund erscheint eine
vergleichende Untersuchung zwischen Phänotyp und Funktion peripherer
Blutlymphozyten einerseits und IEL andererseits bei Patienten mit Morbus Crohn
sinnvoll.
1.6 INTESTINALE ISCHÄMIE-REPERFUSION
Ein weiteres Modell der intestinalen Schädigung beruht auf der Unterbrechung der
Blutversorgung des Gastrointestinaltraktes.  Zahlreiche chirurgische Erkrankungen
wie z.B. Volvulus oder Mesenterialinfarkt, sind durch eine solche Ischämie und die
ggf. nachfolgende Reperfusion charakterisiert (81,82).
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen intestinalen Erkrankungen beruht das
Modell der Ischämie/Reperfusion (I/R) weder auf einer Reaktion gegenüber
Fremdantigenen (wie bei Transplantation oder GvHR), bakteriellen Antigenen (wie
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bei Sepsis) oder einer Dysregulation des gastrointestinalen Immunsystems (wie
z.B. M. Crohn).  Durch dieses zumindest initiale Fehlen einer immunologischen
Komponente eignet sich dieses Modell insbesondere zur Erforschung der nicht-
immunologischen Mechanismen der Schädigung der intestinalen Integrität.  Die
Mechanismen dieser Schädigung und mögliche protektive Faktoren standen daher
im Mittelpunkt der Untersuchungen bei intestinaler Ischämie/Reperfusion.
Bedeutsam ist im Rahmen der Ischämie/Reperfusion weniger die Ischämie, als
vielmehr die mit der nachfolgenden Reperfusion des ischämischen
Organabschnittes auftretende Gewebeschädigung.  Hinzu kommt, daß sich dieser
sog. Ischämie/Reperfusionsschaden (I/RS) nicht auf den ischämischen
Darmabschnitt beschränkt, sondern auch zu pathophysiologischen
Veränderungen an anatomisch entfernten, zuvor nicht ischämischen Organen
führt (83-85).  Eine Erklärung für diese bislang wenig verstandene Dissemination
des I/RS basiert u.a. auf der Vorstellung, daß toxische Substanzen, wie z.B.
Sauer- und Stickstoffintermediate aus dem betroffenen Organ nach Reperfusion
mit dem Blutstrom im Organismus verteilt werden und dann auch in entfernten
Organen zur Gewebeschädigung führen (85-87).  Diese Hypothese könnte auch
die bevorzugte Beteiligung von Lunge oder Leber im I/RS erklären, da beide
Organe große Mengen venösen Blutes aus dem Organismus erhalten (83,85).
Neben diesem „wash-out“ Phänomen trägt nach intestinaler I/R sicherlich auch der
Zusammenbruch der intestinalen Barrierefunktion und die daraus resultierende
Bakteriämie zur Dissemination des I/RS bei (88,89).  Das ganze Ausmaß der
Gewebeschädigung nach I/R zeigt sich meist erst nach der Reperfusion des
betroffenen Organs.  Dennoch kommt es schon während der Ischämie zur
Beeinträchtigung der Gewebeintegrität, die mit steigender Dauer der Ischämie
zunimmt (81,90).  So läßt sich im Darm bereits während der Ischämiephase eine
Schädigung der Mukosa und Lamina propria mit Einschränkung der mukosalen
Barrierefunktion beobachten (81,83,90).
Die Wiederherstellung der mesenterialen Durchblutung führt durch Desquamation
des Epithels zu einer weiteren Zerstörung der Darmschleimhaut (83).  Ursächlich
beteiligt an dieser direkt nach Reperfusion auftretenden Gewebeschädigung
scheinen Sauerstoffradikale (ROI) zu sein (83,91-93). Die hochreaktiven Radikale
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und Intermediate können durch direkte Reaktion mit Lipiden und Proteinen der
Zellmembranen den Gewebeschaden induzieren, oder indirekt durch
Vasokonstriktion und Thrombozytenaktivierung zu Mikrozirkulationsstörungen
beitragen, oder aber durch Aktivierung von Leukozyten zur Ausdehnung der
Inflammation führen (94-97).
Diese Aktivierung von Leukozyten, bzw. polymorphnukleären Neutrophilen (PMN)
ist wiederum das Kennzeichen der späteren Phase der Gewebeschädigung
(83,87). Dabei unterliegt die Aktivierung der PMN einer Signalkaskade, an deren
Ende u.a. die Expression von Adhäsionsmolekülen am Gefäßendothel steht (95).
Sauerstoffradikale aus aktivierten Leukozyten/PMNs sind aber nicht nur
maßgeblich an der Gewebezerstörung während der Reperfusionsphase in den
ehemals ischämischen Organabschnitten beteiligt, sondern scheinen auch eine
entscheidende Rolle bei der Dissemination des I/R-S zu spielen, wenngleich die
exakten Mechanismen noch ungeklärt sind (83,84,87).
Aufgrund dieser deletären Wirkung der inflammatorischen Reaktion im Rahmen
des I/RS, schien die Unterdrückung dieser Reaktion z.B. durch Gabe anti-
inflammatorischer Zytokine ein geeignetes Mittel zur Behandlung oder Prophylaxe
des I/RS zu sein (98). Im Widerspruch zu dieser protektiven Wirkung anti-
inflammatorischer Zytokine auf den I/RS steht allerdings die Beobachtung, daß
endogene Schutzmechanismen, die zur Überwindung des I/RS notwendig sein
können, möglicherweise erst durch die inflammatorische Antwort in Gang gesetzt
werden.
Zu diesen Schutzmechanismen zählt u.a. die Produktion von Stickstoffmonoxid
(NO) durch die induzierbare NO-Synthase (NOS-2), wie es im besonderen für
Leber und Darm gezeigt werden konnte (99-101).  Obgleich die vermehrte
Produktion von NO auch zu negativen Effekten führen kann - die mitunter
therapierefraktäre Hypotension bei septischen Patienten beruht auf einer
gesteigerten NO-Produktion (102)- deuten die positive Wirkungen von NO auf die
Mikrozirkulation, die Neutralisation von Sauerstoffradikalen, die Hemmung der
Leukozyteninfiltration und nicht zuletzt seine Rolle bei der mukosalen
Barrierefunktion (durch zytotoxische Wirkung auf Pathogene) insgesamt auf eine
protektive Rolle von NO im I/RS hin (99-101).
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Schutzwirkung insbesondere vor Radikalen bieten auch die intrazellulären
Antioxidationssysteme, wie z.B. Vitamin C, E, oder das Glutathionsystem.  Die
protektive Wirkung des Tripeptids Glutathion beruht auf seiner Fähigkeit als
Protonendonator Radikale abzubauen und so intrazelluläre Proteine und Lipide
vor der Oxidation zu schützen und das intrazelluläre Redoxgleichgewicht zu
erhalten (103-105).  Durch die Reaktion mit Radikalen wird Glutathion dabei aus
der Tripeptidform (GSH) in die Disulfidform (GSSG) überführt.  Der Abfall der
intrazellulären GSH-Konzentration kann somit als Maß für den oxidativen Streß,
bzw. die antioxidative Kapazität der Zelle dienen (103,105).  Da aber nicht nur
oxidativer Stress, sondern auch die Hemmung der GSH-Synthese, bzw. die
Hemmung des GSH-Recyclings durch Hemmung der GSH-Reduktase zu einer
Herabsetzung der intrazellulären GSH-Konzentration führen kann, ist die
Korrelation von GSH-Konzentration und oxidativem Streß nur bedingt zulässig
(106).
Protektiv wirken möglicherweise aber auch andere Streßproteine wie z.B. die
induzierbare Isoform der Hämoxygenase-1 (HO-1 oder HSP32), ein Enzym, dem
eine ausgeprägte anti-inflammatorische Kapazität nachgesagt wird (85,107-109).
HO-1 katalysiert die Umwandlung des toxischen Häm zu Biliverdin und Bilirubin,
freiem Eisen und Kohlenmonoxid (110). Die protektive und antiinflammatorische
Wirkung von HO-1 wird weniger durch das Enzym direkt, als vielmehr durch die
Produkte der katalysierten Reaktion vermittelt.  Biliverdin und Bilirubin sind potente
Antioxidantien, Kohlenmonoxid wiederum bewirkt eine Vasodilatation und eine
damit verbundene Verbesserung der Mikrozirkulation sowie eine Hemmung der
Leukozytenadherenz (111,112).  Bedeutsam scheint in diesem Zusammenhang
auch die mögliche Induktion der HO-1 durch NO zu sein (113).
Das Ausmaß und die Dissemination des Gewebeschadens nach intestinaler I/R,
sowie die Bedeutung der endogenen potentiell protektiven Systeme GSH, NOS-2
und HO-1 während intestinaler I/R, sowie mögliche therapeutische Ansätze zur
Minderung des I/RS standen im Mittelpunkt des zweiten Teils dieser Arbeit.
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2 FRAGESTELLUNG
Seit über 10 Jahren ist bekannt, daß intraepitheliale Lymphozyten eine
entscheidende Rolle bei der immunologischen Überwachung der
Darmschleimhaut spielen.
Lange fehlten jedoch Daten über die Funktion und den Phänotyp dieser Zellen bei
verschiedenen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes. Da die
Überwachungsfunktion der IEL insbesondere nach Organtransplantation, bei der
Infektionsabwehr sowie bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen eine
entscheidende Rolle einnimmt, wurde versucht, IEL bei diesen Erkrankungen,
bzw. in entsprechenden Tiermodellen zu charakterisieren.  Im Mittelpunkt der
Untersuchungen standen neben der Analyse des Phänotyps die zytolytischen
Fähigkeiten dieser Zellen.
Im Verlauf der Untersuchungen zeigte sich, daß es bei gastrointestinalen
Erkrankungen, die mit einer Schädigung der intestinalen Integrität einhergehen,
neben einer Aktivierung des Immunsystems auch zu einer verstärkten Expression
der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (NOS-2) im Darm kommt.
Wenngleich die Bedeutung dieser verstärkten NOS-2 Expression noch unklar ist,
deutet sie doch auf oxidativen Streß als einen pathophysiologischen Faktor bei der
Schädigung der intestinalen Integrität hin.
Im zweiten Teil der Arbeit wurde daher versucht, oxidativen Streß bei intestinaler
Schädigung zu analysieren und mögliche protektive Faktoren, die den
Gewebeschaden verringern, zu identifizieren.  Um den Einfluß allogener,
bakterieller oder viraler Antigene auf die Gewebeschädigung gering zu halten,
wurden die Untersuchungen in einem intestinalen Ischämie/Reperfusionsmodell
durchgeführt.  In diesem klinisch relevanten Modell wurde neben der Freisetzung
von Sauerstoff- und Stickstoffintermediaten sowie der Expression potentiell
antioxidativ wirkender Systeme, die Beeinflussung des Gewebeschadens durch
die Gabe von pro-und anti-inflammatorischen Zytokinen analysiert.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 PATIENTEN
Dünndarmschleimhaut wurde aus dem Operationsmaterial von sechs Patienten
mit Morbus Crohn gewonnen.  Die Gewebeproben (Jejunum oder terminales
Ileum) wurden jeweils von dem makroskopisch am wenigsten entzündlich
veränderten Schleinmhautareal entnommen.
In allen Fällen wurde die Diagnose des Morbus Crohn durch die
histopathologische Untersuchung des resezierten Darmabschnittes bestätigt.  Zum
Zeitpunkt der elektiven Operation wurde keiner der Patienten mit systemischen
Steroiden oder Immunsuppressiva behandelt.
Als Kontrollpatienten dienten sechs Patienten, die nicht an einer entzündlichen
Darmerkrankung litten.  Bei zwei dieser Patienten wurde eine Operation nach
Kausch-Whipple aufgrund eines Pankreakopfkarzinoms, bzw. einer chronischen
Pankreatitis durchgeführt.  Eine Patientin erhielt eine biliodigestive Anastomose
wegen Gallengangstenose nach laparoskopischer Cholecystektomie. Ein Patient
unterzog sich einer Magenresektion nach Billroth-II wegen rezidivierender Ulzera.
Bei diesen Patienten wurden die Dünndarmschleimhautproben aus dem Jejunum
bei Roux-Y-Rekonstruktion des Gastrointestinaltraktes gewonnen.  Eine
Gewebeprobe stammt aus dem terminalen Ileum eines Patienten, der sich einer
Darmresektion aufgrund rezidivierender intestinaler Blutungen bei
Angiodysplasien im terminalen Ileum und Zökum unterzog.
Alle Patienten hatten der Gewebeentnahme aus dem Operationsmaterial
zugestimmt.
3.2 TIERE
Als Versuchstiere dienten 10-12 Wochen alte weibliche C57BL/6J (H-2b), DBA/2J
(H-2d) und C57BL/6J x DBA/2J F1 (H-2b,d) Mäuse (The Jackson Laboratories, Bar
Harbor USA), sowie männliche ACI (RT-1a) und Lewis (RT-1l) Ratten (Harlan
Winkelmann, Deutschland) mit einem Körpergewicht von ca. 200-300 g.  Die Tiere
wurden in einem 12h/12h Tag/Nacht-Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang
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zu Wasser und Standardfutter. Das Akklimatisierungsintervall zwischen Eintreffen
der Tiere und Versuchsbeginn betrug mind. eine Woche.
3.3 KRANKHEITSMODELLE
3.3.1 DÜNNDARMTRANSPLANTATION
Orthotope Dünndarmtransplantation wurde in Ratten sowohl in der allogenen
Stammkombination ACI-Spender auf Lewis-Empfänger, als auch in der syngenen
Kombination ACI-Spender auf ACI-Empfänger durchgeführt.
Die Transplantationen wurden in Standardtechnik durchgeführt (114).  Dazu
wurden die Tiere unter Vollnarkose mit Methoxyfluoran-Inhalation (Pittman Moore
Inc., Mundelein, IL, USA) und 25 mg/kg Pentobarbital intraperitoneal (Abbott,
Chicago, IL, USA) median laparotomiert.  Zunächst wurde der Darm des
Spendertieres vom Treitz’schen Band bis zur Ileozökalklappe dargestellt. Nach
Perfusion und intraluminärer Spülung wurde der Darm mit einem Gefäßstiel,
bestehend aus der Pfortader und der A. mesenterica superior mit Aortenpatch,
entnommen.  Dem Empfängertier wurde vor der Implantation des Spenderorgans
der eigene Dünndarm komplett entfernt.  Bei der Implantation des Spenderorgans
wurden die Pfortader und die A. mes. sup. des Transplantates End-zu-Seit mit der
Vena cava inferior, bzw. der infrarenalen Aorta anastomosiert.  Proximal und distal
wurde der Darm End-zu-End mit dem Empfängerdarm anastomosiert, so daß das
Transplantat funktionell in den Gastrointestinaltrakt des Empfängertieres integriert
wurde.
Die postoperative Immunsuppression bestand aus Tacrolimus in einer täglichen
Dosis von 2 mg/kg.  Diese Dosis verhindert in der vollallogenen
Stammkombination ACI-in-Lewis zuverlässig eine akute Abstoßung des
Transplantats (115,116).
3.3.2 Akute Graft-versus-Host-Reaktion
Als Modell einer akuten nicht-letalen Graft-versus-Host-Reaktion (GvHR) wurde
ein murines “parent-into-F1-Modell“ verwendet, in dem nicht bestrahlte C57BL/6J
22
x DBA/2J F1 Mäuse zur Induktion der GvHR jeweils 5x107 elterliche C57BL/6J
Milzzellen als intravenöse Injektion über eine Schwanzvene erhielten.  Es ist
mehrfach gezeigt worden (117,118), daß in dieser Stammkombination die
Inokulation von 5x107 elterlichen Zellen regelmäßig zu einer akuten nicht-letalen
GvHR im Empfängertier führt.
Als Kontrolltiere dienten gleichaltrige C57BL/6J und unbehandelte C57BL/6J x
DBA/2J F1 Mäuse.  Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere mittels
CO2-Intoxikation getötet. Dünndarm und Milz wurden sofort zur
Lymphozytenisolierung entnommen.
3.3.3 Sepsis
Weibliche C57BL/6J Mäuse erhielten zur Sepsisinduktion jeweils 2,5 mg/kg LPS
(E.coli 0111:B4, Sigma, USA) in 1 ml Kochsalzlösung als intravenöse Injektion in
eine Schwanzvene.  Kontrolltieren wurde 1ml isotone Kochsalzlösung injiziert. 1h,
3h, 6h, 12h und 48h nach Sepsisinduktion wurden die Tiere getötet und
Gewebeproben zur weiteren Analyse entnommen.
Die Gabe von 2,5 mg/kg LPS führt bei den Mäusen zu einem nicht-letalen
septischen Krankheitsbild, das mit Fieber, Zytokinfreisetzung und
Gewichtsabnahme einhergeht (119).
3.3.4 Intestinale Ischämie/Reperfusion
Männliche Lewis Ratten wurden unter Vollnarkose (Ketanest (100 mg/kg) / Xylacin
(5 mg/kg), Äther-Inhalation) median laparatomiert.  Nach Präparation der Arteria
mesenterica superior (SMA) unter Schonung der Pfortader und der A. hepatica
wurde der Blutfluß in der SMA selektiv aortennah mit einer Yasagil-Klemme
unterbrochen.  Das sofortige Abblassen des gesamten Dünndarms, sowie die
Pulslosigkeit des Mesenteriums bei gleichzeitig unveränderter Perfusion der Leber
diente der Kontrolle der richtigen Plazierung der Klemme.  Die Ischämiedauer
betrug bei allen Tieren 60 min.  Fünf Minuten vor Ende der Ischämiephase wurde
den Tieren entweder Interleukin-2 (40 µg/kg), Interleukin-10 (40µg/kg) oder
isotone Kochsalzlösung (jeweils 1ml) intravenös in eine Penisvene injiziert.  Nach
23
Abschluß der Ischämiephase wurde die Klemme entfernt und das Abdomen
verschlossen.
Je nach Dauer der Reperfusionsphase wurden die Tiere noch während der
Narkose durch aortalen Blutentzug in Narkose getötet (Reperfusionsphase <1h)
oder bis zum Aufwachen aus der Narkose überwacht (Reperfusionphase >1h).
Bei Reperfusionsphasen >1h wurden die Tiere nach Ende der Reperfusionsphase
in erneuter tiefer Vollnarkose ebenfalls durch aortalen Blutentzug getötet.  Neben
den Blutproben wurden Gewebeproben aus dem Dünndarm (jeweils mittleres
Jejunum und Ileum) und aus beiden Leberlappen für die nachfolgenden
Untersuchungen entnommen.
Versuchsgruppen:
• Kontrolle:  Die Tiere wurden nur laparotomiert und nach einer Narkosedauer
von einer Stunde getötet.
• Ischämie:  Die Tiere wurden einer intestinalen Ischämie von 1h unterworfen
und am Ende der Ischämiephase getötet.
• I/RS (1,4,24):  Die Tiere wurden einer intestinalen Ischämie von 1h
unterworfen und nach einer Reperfusionphase von 1h, 4h oder 24h getötet.
• IL-2 (1,4,24):  Die Tiere wurden einer intestinalen Ischämie von 1h unterworfen
und erhielten vor Reperfusion 40 µg IL-2/kg i.v.. Die Tiere wurden nach einer
Reperfusionphase von 1h, 4h oder 24h getötet.
• IL-10 (1,4,24):  Die Tiere wurden einer intestinalen Ischämie von 1h
unterworfen und erhielten vor Reperfusion 40 µg IL-10/kg i.v.. Die Tiere wurden
nach einer Reperfusionphase von 1h, 4h oder 24h getötet.
3.4 ZELLISOLIERUNG
3.4.1 Intraepitheliale Lymphozyten
Die Isolierung humaner und tierischer IEL erfolgte mittels einer modifizierten, von
Taguchi et al. (9). beschriebenen Methode.
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Durchführung:
Der Dünndarm einer Ratte oder Maus wurde mit kaltem RPMI 1640 (Bio-
Whittaker, Walkersville, USA, supplementiert mit 1 mM Natriumpyruvat, 0,1 mM
nicht-essentiellen Aminosäuren, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml
Streptomycin, 0,05 mM 2-Mercaptoethanol und 2% hitze-inaktiviertem fetalem
Kälberserum (FCS)) von Stuhl freigespült.  Nachdem das Mesenterium entfernt
und alle sichtbaren Peyerschen Plaques exzidiert wurden, wurde der Darm längs
eröffnet und in ca. 1 cm große Stücke geschnitten.
Zur Isolierung humaner IEL aus Operationsmaterial wurde zunächst die Mukosa
von der Submukosa und Muscularis des Präparats scharf abpräpariert.  Die
Mukosa wurde dann ebenfalls in RPMI 1640 gewaschen und in ca. 1x1 cm große
Stücke geschnitten.
Die humanen oder tierischen Gewebestücke wurden dann zweimal in frischem
RPMI 1640 gewaschen und in einem sterilen Erlenmeyerkolben mit auf 37°C
erwärmten PBS (Phosphate-buffered-saline, ohne Calcium oder Magnesium,
supplementiert mit 10% FCS und 0,1 mM Dithioerytrit) versetzt und 30 min. bei
37°C kräftig gerührt.
Nach dem Rührvorgang ließ man die Darmstücke sedimentieren und dekantierte
und sammelte den Überstand, der u.a. Epithelzellen und IEL enthält. Der
Rührvorgang wurde mit frischem PBS wiederholt.  Bei der Isolierung humaner IEL
wird der Rührvorgang dreimal durchgeführt.
Zur Entfernung von größeren Gewebestücken und Detritus wurde der gesammelte
Überstand über Nylonwollesäulen gereinigt. Die Trennung der IEL von den
Epithelzellen erfolgte danach mittels diskontinuierlicher Dichte-
gradientenzentrifugation.  Die Zellen wurden dazu in 44%iger Percoll-Lösung
(44% isotones Percoll, 56% RPMI ohne FCS) resuspendiert und mit 67% Percoll-
Lösung (67% isotones Percoll, 33% RPMI ohne FCS) unterschichtet. Nach
Zentrifugation bei Zimmertemperatur für 20 Minuten bei 600 g wird die Interphase
mit den IEL abpipettiert.  Die Zellen wurden anschließend dreimal mit RPMI
gewaschen, in Kulturmedium resuspendiert und gezählt.
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3.4.2 Lymphozyten aus Milz und Lymphknoten
Lymphozyten wurden bei Mäusen aus der Milz und bei Ratten aus der Milz, sowie
mesenterialen und zervikalen Lymphknoten gewonnen.
Durchführung:
Milz oder Lymphknoten werden in einer Petrischale mit Medium (RPMI ohne FCS)
mit einem Glasschliffstopfen zerdrückt.  Die so gewonnene Zellsuspension wird
mehrfach in Medium resuspendiert und dann durch ein Nylonnetz gefiltert.  Die
Zellsuspension wird einmal gewaschen und dann zur Lyse der darin enthaltenen
Erythrozyten in TrisNH4HCL resuspendiert und für ca. 10 min. inkubiert. Nach der
Inkubation wird die Zellsuspension dreimal gewaschen, in Kulturmedium
resuspendiert und gezählt.
3.4.3 Humane periphere Blutlymphozyten
Periphere Blutlymphozyten wurden aus heparinisiertem Vollblut mittels
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll isoliert.
Durchführung:
Die heparinisierten Vollblutproben werden 1:2 mit PBS verdünnt und durchmischt.
In 15 ml Falcon Röhrchen wird jeweils 3 ml Ficoll mit 9 ml der Blut/PBS-Mischung
überschichtet und bei Raumtemperatur für 30 min. bei 900 g zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation reichern sich die Lymphozyten in der Interphase an. Nach
Abpipettieren der Interphase wird die Lymphozytensuspension zweimal in HBSS
gewaschen, in Kulturmedium resuspendiert und gezählt.
3.5 DURCHFLUSSZYTOMETRIE
Das Prinzip der Durchflußzytometrie beruht auf der Analyse von Fluoreszenz- und
Lichtstreumerkmalen von Partikeln (Zellen), die in einer Suspension einzeln an
einem Lichtstrahl vorbeigeführt werden.  Idealerweise wird die zu untersuchende
Zellsuspension in einem Flüssigkeitsmantel so an der Lichtquelle vorbeigeführt,
daß jedes Partikel, bzw. jede Zelle einzeln wie in einer Perlenkette aufgereiht
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hintereinander dem Lichtstrahl ausgesetzt wird (hydrodynamische Fokussierung).
Dabei wird jedes Partikel als Event (Ereignis) vom Gerät erfaßt (120).
Das im Kreuzungspunkt zwischen dem Lichtstrahl und der Zelle entstehende
Streulicht wird in verschiedenen Raumwinkeln ausgewertet und kann
verschiedene Eigenschaften der Zelle wiedergeben.  Die Streuung des Lichts im
Engwinkel („forward scatter“ FSC) gibt Aufschluß über die Zellgröße, während die
Streuung des Lichts im rechten Winkel (side scatter SSC) die Zellgranularität
bestimmt.  Entsprechend der FSC und SSC Charakteristika kann eine Population
innerhalb der zu untersuchenden Zellsuspension für weitere Untersuchungen
ausgewählt werden.
Nach Markierung mit fluoreszierenden Antikörpern kann dann in der ausgewählten
Population durch Fluoreszenzmessung die Verteilung und Dichte der zu
untersuchenden Oberflächenantigene ermittelt werden.  Dabei ist auf eine
Korrektur (compensation) der sich überlappenden Emissionsspektren der
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe zu achten (120).
Durchführung:
Die Markierung der Zellen erfolgte bei 4°C. Die Zellen werden in FACS Medium
(Hank’s balanced salt solution, 0,1% bovines Serumalbumin, 0,1% Natriumazid)
resupendiert und in Aliquots à 1x106 Zellen eingesetzt. Bei Verwendung muriner
Zellen werden diese zunächst 10 min. mit einem unmarkiertem anti-FcR
Antikörper vorinkubiert, um Fc-Rezeptoren zu blockieren.  Zur Analyse humaner
peripherer Blutlymphozyten wurden heparinisierte Vollblutproben verwendet, in
denen nach Antikörpermarkierung die Erythrozyten lysiert wurden.
Für Zweifarben- und Dreifarben-Durchflußzytometrie werden die Zellen mit FITC-,
PE- oder Cy-chrome-markierten Antikörpern für 30 min. im Dunkeln inkubiert und
danach zweimal in FACS Medium gewaschen.  Bei der Verwendung von Biotin-
markierten Antikörpern, werden die Zellen zunächst mit FITC-AK inkubiert und
danach zweimal mit FACS Medium gewaschen. Anschließend werden sie mit den
entsprechenden biotinylierten AK markiert, zweimal gewaschen und in einem
weiteren Schritt mit Streptavidin-PE (Southern Biotechnology Ass., Birmingham,
AL, USA) für 10 min. inkubiert und schließlich nochmals gewaschen. Alle Zellen
werden in 1% Paraformaldehydlösung fixiert und in einem FACScan (Becton
27
Dickinson & Co., Mountain View, CA) analysiert.
30.000 Ereignisse wurden im Analysenfeld für Zweifarb- und Dreifarb-
Durchflußzytometrie gezählt.  Das Analysenfeld wurde entsprechend der für
Lymphozyten typischen Charakteristika im FSC und SSC ausgewählt und schließt
Zelldebris, tote Zellen und Epithelzellen entsprechend ihrer Größe und
Granularität von der Analyse aus.  Die prozentualen Angaben der verschiedenen
Lymphoyztenpopulationen basieren ausschließlich auf den Zellen im Analysenfeld.
Die Rohdaten wurden mit Hilfe eine Computerprogramms (LYSIS II oder
CellQuest Software von Becton Dickinson & Co., Mountain View, CA, USA)
analysiert und graphisch dargestellt.
3.5.1 Verwendete Antikörper
Spezies Antigen Fluoreszenz Klon Hersteller
Maus anti-Mensch Leu-4 FITC SK7 Becton Dickinson
San Jose, CA, USA
Maus anti-Mensch Leu-4 Biotin SK7 Becton Dickinson
Maus anti-Mensch Leu-4 TC SK7 Caltaq Laboratories
Burlingame, CA, USA
Maus anti-Mensch CD3 FITC UCHT1 Pharmingen
San Diego, CA USA
Maus anti-Mensch CD4 PE RPA-T4 Pharmingen
Maus anti-Mensch CD8α PE HIT8a Pharmingen
Maus anti-Mensch CD16 PE 3G8 Pharmingen
Maus anti-Mensch CD20 PE 2H7 Pharmingen
Maus anti-Mensch αβ TCR FITC BMA0312 T-cell Diagnostics
Woburn, MA, USA
Maus anti-Mensch γδ TCR FITC 5A6.E91 Endogen
Woburn, MA, USA
Ratte anti-Maus Fc receptor - 2.4G2 Pharmingen
Hamster anti-Maus CD3ε FITC 145-2C11 Pharmingen
Ratte anti-Maus CD4 Biotin RM 4-5 Pharmingen
Ratte anti-Maus CD45R/B220 FITC Ra3-6B2 Pharmingen
Ratte anti-Maus CD8α Biotin 54-6.7 Pharmingen
Ratte anti-Maus CD8α TC CT-CD8α Caltaq Laboratories
Ratte anti-Maus CD8β R-PE 53-5.8 Pharmingen
Hamster anti-Maus αβ TCR FITC H57-597 Pharmingen
Hamster anti-Maus γδ TCR FITC GL3 Pharmingen
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Maus anti-Maus H-2d FITC SF-1.1 Pharmingen
Maus anti-Maus H-2b Biotin AF6-88.5 Pharmingen
Maus anti-Maus Vβ5.1,5.2 Biotin MR9-4 Pharmingen
Ratte anti-Maus Vβ6 Biotin RR4-7 Pharmingen
Ratte anti-Maus Vβ7 Biotin TR310 Pharmingen
Maus anti-Maus Vβ8.1,8.2 Biotin MR5-2 Pharmingen
Maus anti-Maus Vβ9 Biotin MR10-2 Pharmingen
Ratte anti-Maus Vβ11 Biotin RR3-15 Pharmingen
Ratte anti-Maus Vβ14 Biotin 14-2 Pharmingen
Maus anti-Ratte CD3 FITC G4.18 Pharmingen
Maus anti-Ratte CD4 FITC OX-35 Pharmingen
Maus anti-Ratte CD8α FITC OX-8 Pharmingen
Maus anti-Ratte αβ TCR PE R73 Pharmingen
Ratte anti-Ratte RTIa - 211-4D9-IE9 University of Pittsburgh
Ziege anti-Ratte IgG Biotin R40015 Caltag Laboratories
3.6 BESTIMMUNG DER ZYTOLYTISCHEN AKTIVITÄT ISOLIERTER LYMPHOZYTEN
Zur Bestimmung der zytotolytischen Aktivität isolierter Lymphozyten wurde ein
51Cr-Freisetzungsversuch durchgeführt.  Bei diesem Experiment werden radioaktiv
markierte Zielzellen mit den nicht markierten Effektorzellen (isolierten
Lymphozyten) inkubiert.  Die Menge der während einer festgelegten
Inkubationsdauer freigesetzten Radioaktivität verhält sich proportional zur Lyse
der markierten Zielzellen und ist damit ein Maß für die zytolytische Aktivität der
Effektorzellen.  Durch die Wahl verschiedener Zielzellen und die Zugabe von
Lectinen kann sowohl die spezifische als auch die eher unspezifische „lectin-
vermittelte“ zytolytische Aktivität der Effektorzellen untersucht werden (51).
Als Zielzellen dienten bei Experimenten mit humanen Lymphozyten Zellen der
humanen epithelialen Kolonkarzinomzellinien DLD-1 oder Zellen der humanen
Leukämiezellinie K-562.  In Experimenten mit murinen IEL werden allogene
(DBA/2) Zellen der Fc-Rezeptor-positiven Mastozytomzellinie P815 (H-2d positiv)
als Zielzellen verwendet.  Zellen der syngenen Zellinie EL-4 (H-2b positiv) dienten
als negative Kontrolle.  Zur Analyse der unspezifischen zytolytischen Aktivität
wurde als Lectin 0,2 µg/ml des anti-CD3 mAk 145-2C11 verwendet.
In Experimenten mit IEL von Ratten wurden Zellen der murinen
Mastozytomzellinie P815, sowie allogene LPS-stimulierte Lymphozyten als
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Zielzellen verwendet.  Syngene Lymphozyten dienen als negative Kontrolle. Als
Lectin wurde hier PHA (0,5 µg/ml) verwendet.
Durchführung:
Die Zielzellen werden mit [51Cr] Natriumchromat (200 µCi / 5x106 Zellen) für eine
Stunde bei 37°C inkubiert und danach dreimal in RPMI 1640 gewaschen, um
überschüssiges Chrom zu entfernen.  Für jedes Experiment wurden
Dreifachansätze von je 2x103 radioaktiv markierter Zielzellen in 96-well
Mikrotiterplatten mit steigender Anzahl von Effektorzellen (Effektor : Target Ratio
von 1:10 bis 1:200) mit und ohne anti-CD3 mAk über 4-16 h bei 37°C inkubiert.
Danach wurden die Zellen für 10 min. bei 650 g zentrifugiert und die Radioaktivität
im Überstand bestimmt. Die prozentuale Zielzelllyse erechnet sich nach folgender
Formel: % Zielzelllyse = [freigesetzte Radioaktivität einer Probe (cpm) - spontan
freigesetzte Radioaktivität (cpm)] / [maximal freigesetzte Radioaktivität (cpm) -
spontan freigesetzte Radioaktivität (cpm)] x 100%. Die spontan freigesetzte
Radioaktivität aus den radioaktiv markierten Zielzellen lag bei <10% der maximal
freigesetzten Radioaktivität.
3.7 BESTIMMUNG DER IFN-γ KONZENTRATION
Das Prinzip des hier verwendeten Sandwich ELISA beruht auf dem Nachweis der
zu untersuchenden Substanz durch einen spezifischen an das Probengefäß
gekoppelten Antikörper.  Durch Bindung an diesen Antikörper werden die
Antigenmoleküle an das Probengefäß fixiert.  An die Ag-Ak Komplexe wird ein
zweiter Antikörper angelagert, der wiederum an ein Enzym gekoppelt ist.  Die
Aktivität des über Ak-Antigen-Ak (Sandwich) Technik an das Probengefäß
gekoppelten Enzyms wird nach Zugabe des entsprechenden Substrats
photometrisch bestimmt. Mit Hilfe von Standardkurven kann dann auf die
Konzentration der zu untersuchenden Substanz in der Probe geschlossen werden
(121).
Durchführung:
Frisch isolierte IEL wurden in Dreifachansätzen (2x106 Zellen/ml) mit jeweils 1x105
bestrahlten (10 Gy) P815 Zellen in 24-well Zellkulturplatten mit immobilisiertem
30
anti-CD3 mAk bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.  Nach 24 Stunden wurden die
Kulturüberstände abgehoben und zur IFN-γ Bestimmung eingesetzt.
ELISA Mikrotiterplatten (Dynatech, Chantilly, VA, USA) wurden mit anti-IFN-γ mAk
(clone R4-6A2, Pharmingen, San Diego, CA, USA) über Nacht bei 4°C
beschichtet.  Die Platten wurden mit PBS-Tween gewaschen und zur Vemeidung
unspezifischer Bindung der gesuchten Substanz an die Mikrotiterplatten erfolgte
eine Blockierung mit 3% bovinem Serumalbumin in PBS-Tween.  Danach wurden
die Platten wieder gewaschen und mit je 100 µl Kulturüberstand oder IFN-γ
Standardlösung über Nacht bei 4°C inkubiert.  Nach erneutem Waschen wurden
die Platten mit einem biotinylierten anti-IFN-γ mAk (clone XMG1.2, Pharmingen,
San Diego, CA, USA) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.  Nach einem
weiteren Waschvorgang erfolgte die Inkubation mit an Streptavidin gekoppelter
alkalischer Phosphatase. Durch Zugabe des Substrats p-Nitrophenylphosphat
wurde die Reaktion gestartet. Die photometrische Bestimmung der Proben erfolgte
bei 405 nm. Die IFN-γ Konzentrationen der Proben wurden mit Hilfe einer
Standardkurve ermittelt. Für die Erstellung der Standardkurve werden Lösungen
mit rekombinantem IFN-γ (Pharmingen, San Diego, CA, USA) bekannter
Konzentration verwendet. Jede Bestimmung erfolgte im Dreifachansatz.
3.8 BESTIMMUNG VON ASPARTAT-AMINOTRANSFERASE UND HYALURONSÄURE
Der Anstieg der Aspartat-Aminotransferase (AST) im Serum diente als Maß für die
hepatische Schädigung, während die Bestimmung der
Hyaluronsäurekonzentration im Serum der Analyse der intestinalen Schädigung
diente (122).  Die Serumkonzentrationen von AST und Hyaluronsäure wurden mit
handelsüblichen Reaktionskits gemessen.
3.9 BESTIMMUNG DER STICKSTOFFMONOXIDDERIVATE NITRIT UND NITRAT
Stickstoffmonoxid (NO) reagiert in Gegenwart von Sauerstoff zu den stabilen
Endprodukten Nitrit, Nitrat, sowie zu S-Nitrosothiolen (123).
Die hohe Reaktivität des NO-Moleküls gepaart mit seiner kurzen Halbwertzeit,
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wirkt sich negativ auf die Präzision einer direkten Messung aus (124).  Die
Serumkonzentration von NO wurde deshalb durch Messung der stabilen
Hauptmetabolite Nitrit und Nitrat entsprechend einer modifizierten Methode nach
Grieß (124) bestimmt.
Nitrit (NO2-) liegt in Körperflüssigkeiten hauptsächlich in oxidierter Form als Nitrat
(NO3-) vor (125). Zur spektralphotometrischen Untersuchung muß es daher
zunächst vollständig zu Nitrit reduziert werden.
Dazu werden die Serumproben nach Ultrafiltration (um Störeffekte durch
Serumproteine zu minimieren) mit den Kofaktoren FAD und NADPH sowie
Nitratreduktase (Boehringer Mannheim, Mannheim Deutschland) versetzt und für
45 - 60 Minuten bei 30° C inkubiert.  Die Quantifizierung der Nitritkonzentration
erfolgte dann mittels Grießreaktion.
Das Prinzip der Grießreaktion beruht auf der Diazotisation von Sulfanilamid
(Sigma Deisenhofen, Deutschland) durch das in der Probe vorliegende Nitrit.  Die
nachfolgende Bindung an Naphthylethylendiamin (Merck, Darmstadt Deutschland)
führt zur Rotfärbung der Probe. Die damit verbundene Extinktionsänderung ist
proportional zur Nitritkonzentration in der Probe und kann bei 550 nm bestimmt
werden.  Zur Erstellung einer Standardkurve dienten KNO3- Lösungen in
Konzentrationen von 0,31 bis 80 µM.
3.10 BESTIMMUNG DER GLUTATHIONGEWEBEKONZENTRATION
In einer kinetischen Reaktion kann reduziertes Glutathion (GSH) schrittweise
durch DTNB (5,5`-dithiobis-(2-nitrobenzoic-acid)) zum Disulfid GSSG oxidiert
werden.  In Gegenwart von NADPH und Glutathion-Reduktase wird GSSG dann
reduziert und kann danach erneut mit DTNB reagieren.  Der Abfall der DTNB
Konzentration in der Probe kann dabei photometrisch bestimmt werden.  Mit Hilfe
von Standardkurven kann dann die Glutathionkonzentration der Probe durch
Korrelation mit dem Proteingehalt ermittelt werden.  Nach Bestimmung der
Gesamtkonzentration von GSH und der Konzentration des oxidierten Glutathion
kann die Konzentration des reduzierten GSH wie folgt errechnet werden:
reduziertes Glutathion (GSH) = Gesamt-Glutathion – oxidiertes Glutathion (GSSG) (126).
32
Durchführung:
Kryokonserviertes Gewebe wurde in eisgekühlter Meta-Phosphorsäure (m-H3PO4)
homogenisiert und bei 3300 g und 0° C für 15 Minuten zentrifugiert.  Nach
Einstellung des pH auf 7,5 - 8,0 wurde der Überstand für die Messung des
Gesamtglutathions direkt verwendet. Vor der Messung des oxidierten Glutathions
muß nicht oxidiertes GSH in der Probe mit Vinylpyridin maskiert werden. Dazu
wurden je 300 µl Probe mit 5 µl Vinylpyridin versetzt und 30 Minuten auf einem
Rüttler inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (15 000 g, 5 min.) läßt sich die
wässerige Phase für die weitere Messung von der öligen Vinylpyridin-Schicht
abtrennen.
Die photometrische Analyse erfolgte bei 405 nm mittels kinetischem Recycling-
Assay in 13 Zyklen, basierend auf der von Baker et al. modifizierten Methode nach
Tietze (126-128). Dazu werden je 100 µl Probe mit einem Reaktionsgemisch aus
NADPH, Glutathion-Reduktase und Kaliumphosphat-Puffer versetzt. Die Reaktion
wird durch Zugabe von 35 µl einer DTNB-Lösung gestartet.
Die Berechnung der Glutathionkonzentration erfolgte mittels einer Standardkurve,
die mit Glutathionlösungen der Konzentration 0,31 µM - 10 µM, erstellt wurde.
3.11 BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Gewebeproben erfolgte mittels
eines photometrischen Nachweise nach Lowry (129).  Dazu wurden die
Gewebeproben zunächst homogenisiert, mit Wasser und Aceton gewaschen und
danach mit Natronlauge, Bicinochinic-Acid-Lösung und 4%-iger Kupfersulfatlösung
versetzt.  Danach erfolgte die photometrische Bestimmung der Lichtabsorption bei
562 nm, die proportional zum Proteingehalt der Probe ist.  Mit Hilfe einer
Standardkurve kann dann die Proteinkonzentration der Probe bestimmt werden.
3.12 RT-PCR ANALYSE DER NOS-2 UND HO-1MRNA-EXPRESSION
Die Technik der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ermöglicht den Nachweis
auch sehr geringer Mengen mRNA in einer Gewebeprobe.  Dazu wird aus dem zu
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untersuchenden Gewebe die Gesamt-RNA isoliert und mit Hilfe einer reversen
Transkriptase zu cDNA umgewandelt.  Im nächsten Schritt, der eigentlichen
Polymerase Kettenreaktion, werden dann die gewünschten Abschnitte der cDNA
selektiv mit Hilfe spezifischer Primer und einer DNA-Polymerase amplifiziert und
danach mittels Gelelektrophorese analysiert (130).
Durchführung:
Krykonservierte Gewebeproben wurden in einem RNA Extraktionsgemisch (4 M
Guanidin-Thiocyanat, 25 mM Na-Zitrat, pH 7, 0,5% N-Lauroyl-Sarcosine, 0,1 M 2-
Mercaptoethanol) aufgenommen und homogenisiert.  Danach wurde das
Homogenat mit Na-Acetat, Phenol und Chloroform- Isoamylalkohol versetzt und
die mRNA ausgefällt.  Dann wurde die RNA quantifiziert, in cDNA umgeschrieben
und in der PCR zum Nachweis der gesuchten Gene eingesetzt (130,131).
Mit der gleichzeitigen Analyse eines sog. „house-keeping gene“, wie beta-actin,
kann der Einsatz gleichmäßiger DNA Mengen in den untersuchten Proben
kontrolliert werden.
Folgende Primer wurden von der Fa. INTERACTIVA, Ulm bezogen (131):
NOS-2 Antisense 5` CTG TAG TGT AAT CAC CAC AGC ´3
Sense 5` TTG GGT CTT GTT AGC CTA GTC ´3
HO-1 Antisense 5 `ATG TTG AGC AGG AAG GCG GTC ´3
Sense 5` AAG GAG GTG CAC ATC CGT GCA `3
β-actin Antisense 5` ACC CAC ACT GTG CCC ATC TA ´3
Sense 5` CGG AAC CGC TCA TTG CC ´3
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PCR - Zyklen:
NOS-2 HO-1 Beta-actin
1 95° C 3 min. 94° C 5 min. 94° C 3 min.
2 95° C 30 sec 96° C 45 sec 94° C 1 min.
3 49° C 30 sec 65° C 45 sec 58° C 1 min.
4 72° C 1,5 min. 72° C 1 min. 72° C 2 min.
5 39 x Zyklus 2 - 4 28 x Zyklus 2 – 4 29 x Zyklus 2 - 4
6 72° C 10 min. 72° C 10 min, 72°C 10 min.
7 4°C ∞ 4° C ∞ 4°C ∞
Die elektrophoretische Auftrennung des PCR Produkts erfolgt in einem 1%igem
Agarosegel.  Die Laufzeit beträgt ca. 1,5 Stunden bei einer angelegten Spannung
von 80 V.  Durch Zugabe von Ethidiumbromid können die Banden nach
Beendigung des Laufvorgangs unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert
werden (130).
3.12.1 Quantifizierung der Gen-Expression
Die Quantifizierung der NOS-2 und HO-1 mRNA Expression in Darm und Leber
erfolgte mittels real-time PCR unter Verwendung des ABI PRISM 7700 Sequence
Detection Systems (Taq Man) (132).
Die Methode basiert auf der Verwendung der 5´Nukleaseaktivität der Taq
Polymerase zur Abtrennung einer nicht amplifizierbaren Hybridisierungssequenz
während der Amplifikationsphase der PCR.  Dazu werden zweifach-markierte
fluorogene Hybridisierungssequenzen verwendet.  Der eine fluoreszierende
Farbstoff (FAM, 6-carboxyfluoresein) dient zum Nachweis der abgetrennten
Sequenz.  Das Emissionsspektrum wird dabei vom zweiten Farbstoff (TAMRA, 6
carboxy-tetramethyl-rhodamine) gequencht.  Die Reaktionen werden in Echtzeit
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während der logarhitmischen Phase der Amplifikation gemessen.  Dabei verhält
sich der Fluoreszenzanstieg des Nachweisfarbstoffes proportional zur
Amplifikation der gesuchten Gensequenz. Die Anzahl der Zyklen, nach denen die
Amplifikationskurve eine fixierte Schwelle oberhalb der baseline kreuzt, wird als
Schwellenzyklus (Cs) definiert.
Um Unterschiede im cDNA Gehalt der verschiedenen Proben auszugleichen,
werden alle Ergebnisse in Relation zur Konzentration eines sog. „house-keeping-
gene“ gesetzt, dessen Expression konstant ist. In den vorliegenden Versuchen
wurde β-actin als Kontrollgen eingesetzt.
Die Quantifizierung erfolgt nach der vergleichenden ∆Cs Methode.  Dabei wird die
Differenz zwischen der mittleren CsNOS-2 oder CsHO-1 und der mittleren Csβ-Actin
gebildet.  Die mittleren CsNOS-2, CsHO-1 und Csβ-Actin Werte wurden durch
Zweifachbestimmung ermittelt.  Die relative Genexpression der untersuchten
Sequenzen wird dann in einem einheitslosen Wert nach der Formel 2-∆Cs
angegeben.
Durchführung:
Die PCR wurde in einem Volumen von 25 µl durchgeführt. Darin enthalten sind 1
µl cDNA, 12,5µl Master Mix (TaqMan Universal PCR Master Mix, Perkin-Elmer,
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland), 1 µl Probe, 6 µl Primer Mix und
5,5 µl dest. Wasser.
Der erste Schritt von 2 min. bei 50°C beinhaltet die Aktivierung der Uracyl-n-
Glukosylase und die Degradation kontaminierender RNA Sequenzen. Danach
folgt die Denaturierung und der Start der AmpliTaq Gold DNA Polymerase bei
95°C für 10 min.. Die Amplifizierung erfolgt schließlich in einer Zweistufen PCR
über 40 Zyklen (15 s Denaturierung bei 95°C und 1 min. annealing/extension bei
60°C).
3.13 NORTHERN BLOT ANALYSE DER NOS-2 MRNA-EXPRESSION
Das Prinzip der Northern Blot Analyse beruht auf einer elektrophoretischen
Auftrennung der Gesamt-RNA einer Probe und nachfolgender Detektion der
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gesuchten mRNA mittels Bindung an spezifische Gensequenzen.  Durch die
Verwendung von Proben gleicher RNA-Konzentration kann eine quantitative
Aussage über die Expression der jeweiligen Gene gemacht werden (130).
Gewebeproben für die Northern Blot Analyse wurden von unbehandelten
Kontrolltieren und von Tieren nach LPS-Injektion gewonnen und sofort in flüssigen
Stickstoff tiefgefroren.  Als Negativ- und Positivkontrollen wurden unbehandelte
und LPS-stimulierte RAW 264.7 Zellen verwendet (130).
Durchführung:
Jeweils 4 µg Kontroll - RNA und 20 µg RNA aus den Gewebeproben wurden in
einem 1% Agarosegel mit 3% Formaldehyd elektrophoretisch aufgetrennt.  Die
RNA wurde dann auf Gene Screen Membranen (Du Pont-New England Nuclear,
USA) transferiert und unter ultraviolettem Licht autocrosslinked.  Die Membranen
wurden über Nacht mit einer Maus Makrophagen NOS-2 Sequenz (2.7 kilobase
cDNA) bei 43°C in 50% deionisiertem Formamid, 0,25 M Natriumphosphat, 0,25 M
NaCl-1 mM EDTA (pH 7.2), 7% Dodecylsulfat (SDS) und denaturierter Lachs
Sperma DNA (100 µg/ml) hybridisiert.  Die NOS-2 Sequenz wurde mittels eines
random priming kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA) mit [32P]dCTP
markiert. Die hybridisierte Membran wurde dreimal bei 53°C in 2-fach
konzentrierter Kochsalzlösung mit 0,1% SDS gewaschen. Danach wurden die
Membranen zweimal in einer Lösung mit 25 mM Natriumphosphat, 1 mM EDTA
und 0.1% SDS und zweimal in einer Lösung mit 25 mM Natriumphosphat, 1 mM
EDTA und 1% SDS gewaschen.  Die autoradiographische Darstellung erfolgte
durch Belichtung eines Kodak X-Omat Films bei - 70°C für drei Tage mit
Verwendung eines Verstärkerschirms.  Danach wurde die Membran mit kochender
5 mM EDTA-0.1% SDS-Lösung gereinigt und mit einer spezifischen Gensequenz
für 18S RNA rehybridisiert.
3.14 STATISTIK
Zur statistischen Auswertung der Daten wurde aus allen Datensätzen der
Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwerts (SEM), sowie die
Standardabweichung (SD) berechnet.  Der statistische Unterschied zwischen nicht
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verbundenen Datensätzen wurde mit Hilfe des student’s t-test ermittelt.  Ein
signifikanter Unterschied wurde bei p<0,05 angenommen.
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4 ERGEBNISSE
4.1 IEL NACH DÜNNDARMTRANSPLANTATION
4.1.1 Phänotyp
Die Untersuchungen von IEL nach Dünndarmtransplantation konzentrierten sich
zunächst auf die Frage, ob der Nachweis von Lymphozyten des Empfängers in
der Dünndarmmukosa als Zeichen der akuten Abstoßung gewertet werden kann.
Dazu wurden allogene Dünndarmtransplantationen in der hoch immunogenen
Kombination ACI (Spender) auf Lewis (Empfänger) durchgeführt.  Dieses Modell
ist durch eine akute Abstoßungsreaktion innerhalb der ersten Woche nach
Transplantation gekennzeichnet (116,133).
Am 6. Tag nach Dünndarmtransplantation wurden Lymphozyten aus der
Darmschleimhaut der transplantierten Tiere isoliert und der Anteil an
Empfängerzellen durchflußzytometrisch bestimmt (Tabelle 1).  Dazu wurde auf
den isolierten Lymphozyten die Expression des Spender MHC Klasse I Antigens
(RT-Ia) analysiert.  Zellen, die RT-Ia aufwiesen, wurden als Spenderzellen, Zellen
die negativ für RT-Ia waren, wurden als Empfängerzellen klassifiziert.  Als
Vergleichsgruppe dienten transplantierte Tiere, bei denen die akute
Abstoßungsreaktion durch Behandlung mit Tacrolimus verhindert worden war
(115,116).
Tabelle 1: Prozentualer Anteil der Empfängerlymphozyten in der
Transplantatmukosa nach allogener Dünndarmtransplantation.
akute Abstoßung Tacrolimus
% Empfängerzellen 32,0 ± 2,5 14,6 ± 2,6*
Am 6. postop. Tag wurden Lymphozyten aus der Darmschleimhaut isoliert und die Expression
des Spender MHC I (RT-1a) durchflußzytometrisch analysiert. Zellen, die kein RT-1a exprimieren,
wurden als Empfängerzellen klassifiziert. Die Meßwerte sind als Mittelwert ± SEM von fünf
Ratten je Gruppe angegeben. *p<0,05 vs. akute Abstoßung
Es zeigte sich, daß bei akuter Abstoßung über 30% der Lymphozyten in der
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Transplantatmukosa vom Empfänger stammten (Tabelle 1).
Im Gegensatz dazu stammten bei Tieren, die mit Tacrolimus behandelt worden
waren und histologisch keine Zeichen der akuten Abstoßung aufwiesen (Daten
nicht dargestellt), weniger als 15% der Lymphozyten in der Dünndarmmukosa vom
Empfänger. Diese Ergebnisse zeigen, daß nach allogener
Dünndarmtransplantation Lymphoyzten des Empfängers sowohl bei akuter
Abstoßung, als auch bei suffizienter Immunsuppression in der
Transplantatmukosa nachweisbar sind.  Bei akuter Abstoßung ist der Anteil von
Lymphozyten des Empfängers in der Dünndarmmukosa jedoch signifikant größer
als bei Tieren unter Immunsuppression.
Die nächsten Versuche dienten der phänotypischen Analyse der Empfängerzellen
in der Transplantatmukosa. (Tabelle 2).
Tabelle 2:  Phänotyp der Empfängerzellen in der Transplantatmukosa nach
allogener Dünndarmtransplantation.
% Empfängerzellen
Kontrolle akute Abstoßung Tacrolimus
CD3+ 75,6 ± 1,2 86,5 ± 2,9 84,3 ± 4,1
CD4+ 12,8 ± 1,0 15,6 ± 2,2 13,2 ± 0,9
CD8+ 69,4 ± 2,9 78,0 ± 5,1 76,5 ± 5,3
αβTCR+ 67,7 ± 2,9 70,5 ± 3,9 71,2 ± 1,7
Lymphozyten wurden aus der Dünndarmmukosa am 6. Tag nach Transplantation isoliert und
die Expression von Spender MHC I (RT-1a) und verschiedener T-Zell Antigene
durchflußzytometrisch analysiert. Zellen, die kein RT-1a exprimieren, wurden als
Empfängerzellen klassifiziert. Die Meßwerte sind als Mittelwert ± SEM von fünf Ratten je
Gruppe angegeben. Als Kontrolle dienten IEL von syngen transplantierten ACI-Ratten.  Die
Gabe von Tacrolimus nach syngener Transplantation blieb ohne Einfluß auf den Phänotyp der
isolierten IEL (Daten nicht dargestellt).
Die durchflußzytometrische Analyse der aus der Darmschleimhaut isolierten
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Zellen ergab, daß die Empfängerzellen sowohl bei Tieren mit akuter Abstoßung
als auch bei immunsupprimierten Tieren fast ausschließlich aus CD3+ T-Zellen mit
einem dominanten CD4-CD8+ Phänotyp bestanden (Tabelle 2).  Die Verteilung der
Subpopulationen der infiltrierenden Zellen stimmte somit mit der nativer IEL
überein, unterschied sich aber deutlich von peripheren Lymphozytenpopulationen,
aus denen sich die infiltrierenden Empfängerzellen vermutlich rekrutierten.
Die Ähnlichkeit zwischen IEL und infiltrierenden Empfängerzellen zeigte sich auch
bei der Expression des T-Zell Rezeptors (TCR) (Tabelle 2).  Empfängerzellen
bestanden ebenso wie IEL von Kontrolltieren zu lediglich 70% aus αβTCR+
Lymphozyten, wohingegen diese Zellen in peripheren Lymphozytenpopulationen
meist über 95% der T-Zellen ausmachen.
Der Phänotyp der Empfängerzellen im Dünndarm war dabei unabhängig von
immunsuppressiver Therapie oder Abstoßungsreaktionen.  Sowohl in Tieren mit
akuter Abstoßung als auch in immunsupprimierten Ratten wiesen die
infiltrierenden Zellen einen Phänotyp ähnlich dem nativer IEL auf.  Unbeeinflußt
von der Abtoßungsreaktion und der Immunsuppression blieb auch der Phänotyp
der Spender-IEL im Dünndarm (Daten nicht dargestellt).
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Dünndarmmukosa nach
Dünndarmtransplantation von Empfängerzellen infiltriert wird.  Die
immunsuppressive Therapie mit Tacrolimus bewirkte eine Verminderung dieser
Infiltration, verhinderte sie jedoch nicht vollständig und blieb auch ohne Einfluß auf
den Phänotyp der einwandernden Zellen.
4.1.2 Zytotoxizität
Eine der charakteristischen Eigenschaften der IEL ist ihre zytolytische Aktivität.  In
Übereinstimmung mit in der Literatur veröffentlichten Ergebnissen (21,23,41)
wiesen bereits IEL von unbehandelten Kontrolltieren eine unspezifische
zytolytische Aktivität in vitro auf (Abb. 1A).
Diese war nach Dünndarmtransplantation unverändert nachweisbar und wurde
weder durch akute Abstoßung noch durch immunsuppressive Therapie mit
Tacrolimus beeinflußt (Abb. 1A;B).  Auch bei Kontrolltieren verursachte die
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Behandlung mit Tacrolimus keine Veränderung der unspezifischen zytolytischen
Aktivität der isolierten IEL.
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Abbildung 1: Unspezifische zytolytische Aktivität isolierter IEL nach allogener
Dünndarmtransplantation.
IEL wurden am 6. Tag nach Transplantation von Tieren mit akuter Abstoßung (schwarze Kreise A),
von immunsupprimierten Tieren (schwarze Quadrate B), oder von syngen transplantierten
Kontrolltieren (weiße Kreise A, B) isoliert. Die unspezifische zytolytische Aktivität der IEL wurde
gegenüber Zellen der Maus-Tumorzellinie P815 nach Zugabe von PHA (0,5 µg/ml) in einem 51[Cr]-
Freisetzungsversuch bestimmt. Die Ergebnisse sind als % Zielzell Lyse bei verschiedenen
Effektor:Target Ratios angegeben (jeweils Mittelwert ± SEM von drei Experimenten je Gruppe).
Ohne Bedeutung für die unspezfische zytolytische Aktivität der IEL war auch der
Anteil von Empfängerzellen in der Dünndarmmukosa.  So zeigte sich kein
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Unterschied in der zytolytischen Aktivität von IEL von Tieren mit oder ohne
Abstoßung, obgleich bei Tieren mit akuter Abstoßung signifikant mehr
Empfängerzellen in der Darmschleimhaut nachweisbar waren als bei Tieren ohne
akute Abstoßung (siehe Tabelle 1).
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Abbildung 2: Spezifische zytolytische anti-Spender- (A) und anti-Empfänger- (B)
Aktivität isolierter IEL nach allogener Dünndarmtransplantation.
IEL wurden am 6. Tag nach Transplantation von Tieren mit akuter Abstoßung (schwarze Kreise),
von immunsupprimierten Tieren (schwarze Quadrate), oder von syngen transplantierten
Kontrolltieren (weiße Kreise) isoliert und analysiert. Die spezifische zytolytische Aktivität der IEL
wurde gegenüber PHA Blasten von Spender (A) oder Empfänger (B) in einem 51[Cr]-
Freisetzungsversuch bestimmt.  Die Ergebnisse sind als % Zielzell Lyse bei verschiedenen
Effektor:Target Ratios angegeben (Mittelwert ± SEM von drei separaten Experimenten je Gruppe).
* p<0,05 vs. akute Abstoßung, ** p<0,01 vs. akute Abstoßung.
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Ein anderes Bild zeigte sich bei der Analyse der spezifischen zytolytischen anti-
Spender-Aktivität der isolierten Lymphozyten aus der Dünndarmmukosa (Abb. 2).
Wie erwartet war bei IEL von syngen transplantierten Kontrolltieren keine
spezifische anti-Spender-Aktivität nachweisbar.
IEL von Tieren mit akuter Abstoßung wiesen hingegen eine spezifische anti-
Spender-Aktivität auf (Abb. 2A).  Träger dieser anti-Spender-Aktivität sind
vermutlich infiltrierende Lymphozyten des Empfängers, die möglicherweise so zur
Gewebezerstörung des Transplantats bei akuter Abstoßung beitragen (47).  Bei
Tieren, die zur Abstoßungsprophylaxe mit Tacrolimus behandelt wurden, war eine
signifikante Verminderung der spezifischen anti-Spender-Aktivität der isolierten
IEL zu beobachten (Abb. 2A).
Es bleibt allerdings offen, ob die Verminderung der spezifischen anti-Spender-
Aktivität bei den mit Tacrolimus behandelten Tieren Resultat einer direkten
immunsuppressiven Wirkung von Tacrolimus war.  Denkbar ist auch eine
Herabsetzung der spezifischen anti-Spender-Aktivität bei diesen Tieren aufgrund
des geringeren Anteils an Empfängerzellen in der Dünndarmmukosa (siehe
Tabelle 1).
Abhängig von der Kombination der Empfänger- und Spendertiere kann der Verlauf
nach Dünndarmtransplantation bei Ratten erheblich variieren (133,1134).  In der
hier verwendeten Kombination von ACI Spendern und Lewis Empfängern
entwickelt sich typischerweise innerhalb einer Woche eine schwere akute
Abstoßung des Transplantats, wohingegen Symptome einer Graft-versus-Host-
Reaktion fehlen (133).
Überraschenderweise wiesen IEL von Tieren mit akuter Rejektion aber nicht nur
die für die Abstoßung typische anti-Spender-Aktivität auf, sondern zeigten auch
eine spezifische zytolytische Aktvität gegenüber Empfängerzellen wie bei Graft-
versus-Host-Reaktion (Abb. 2B).  Diese zytolytische anti-Empfänger- (anti-Host)
Aktivität ließ sich ebenso wie die anti-Spender-Aktivität (siehe Abb. 2A) durch
immunsuppressive Behandlung der Tiere mit Tacrolimus reduzieren (Abb. 2B).
Diese Ergebnisse zeigen, daß es nach Dünndarmtransplantation zu einer
Migration von Empfängerzellen in die Darmschleimhaut unabhängig von einer
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Abstoßungsreaktion kommen kann.  Die infiltrierenden Zellen weisen dabei eine
spezifische anti-Spender-Aktivität auf, die zur Gewebezerstörung des
Transplantats bei akuter Abstoßung beitragen kann.  Zusätzlich zeigt sich in
diesem von akuter Abstoßung dominierten Modell auch eine Graft-versus-Host-
Aktivität isolierter Lymphozyten im Darm.
Die spezifische zytolytische Aktivität konnte durch immunsuppressive Therapie mit
Tacrolimus reduziert werden, wohingegen die unspezifische Aktivität weder durch
Immunsuppression noch durch Abstoßungsreaktionen beeinflußt wurde.
4.2 IEL BEI AKUTER GRAFT VERSUS HOST REAKTION
4.2.1 Phänotyp
Akute GvHR ist das immunologische Gegenstück zur akuten Abstoßung und kann in
Mäusen durch Injektion elterlicher Milzzellen in unbehandelte F1 Nachkommen
induziert werden (49-51).  Dabei kommt es im Verlauf der Erkrankung zur Infiltration
der Empfängerorgane mit Lymphozyten des Spenders und zur Gewebezerstörung
insbesondere im Gastrointestinaltrakt, der Leber und der Haut (53-55).
Das Ausmaß und der Verlauf der Infiltration der Dünndarmmukosa durch
Spenderzellen wurde im wöchentlichen Abstand nach Induktion der GvHR analysiert
(Abb.3).  Dazu wurde mittels Zweifarben-Durchflußzytometrie die Expression von
Spender- (H-2b) und Empfänger- (H-2b,d) MHC auf isolierten Lymphozyten
bestimmt.  Zellen, die sowohl H-2d als auch H-2b exprimierten, wurden als
Empfängerzellen angesehen, während Zellen, die nur H-2b aufwiesen, als
Spenderzellen galten.
Im Verlauf der GvH-Erkrankung konnte eine kontinuierliche Zunahme des
prozentualen Anteils an Spenderzellen im Dünndarm festgestellt werden.  Diese
Infiltration mit Spenderzellen war bei akuter GvHR nicht auf den Darm beschränkt,
sondern konnte auch in anderen Organen, wie z.B. der Milz beobachtet werden.
(Abb. 3).
Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Organen bezüglich des Ausmaßes
der Spenderzellinfiltration war nur in der ersten Woche nach Induktion der GvHR
nachweisbar.  Zu diesem Zeitpunkt waren deutlich weniger Spenderzellen im
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Dünndarm als in der Milz zu beobachten (p<0,01).  Im weiteren Verlauf der
Erkrankung verschwand dieser Unterschied und in beiden Organen zeigte sich ein
kontinuierlich steigender Anteil an Spenderzellen (Abb.3).
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Abbildung 3: Prozentualer Anteil der Spenderlymphozyten in Dünndarm und Milz
während akuter GvHR.   
Wöchentlich nach GvHR Induktion wurde die Expression von Spender (H-2b) und Empfänger
(H-2b,d) MHC durchflußzytometrisch auf isolierten Lymphozyten aus Milz (weiße Balken) und
Dünndarm (graue Balken) bestimmt. Als Spenderzellen wurden H-2d-b+ Lymphozyten angesehen.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± SEM von vier verschiedenen Experimenten mit jeweils 5
Tieren dargestellt. * p<0,01 vs. Milz.
Die nächsten Experimente dienten der phänotypischen Analyse der infiltrierenden
Spenderzellen in der Darmschleimhaut. Dabei konnte gezeigt werden, daß sich
die Spenderzellen in der Darmschleimhaut erheblich von der ursprünglich
injizierten Lymphozytenpopulation unterschieden (Tabelle 3).
Während von den ursprünglich injizierten Milzlymphozyten über 50% B-Zellen und
nur 40% T-Zellen gewesen waren, bestanden die Spenderzellen im Darm zu
jedem Zeitpunkt nur aus CD3+ T-Zellen.  Diese T-Zellen waren überwiegend CD4-
CD8+, während in der ursprünglich injzierten Zellsuspension CD4+CD8- Zellen
überwogen hatten.
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Tabelle 3:  Phänotyp der Spenderzellen in der Dünndarmmukosa bei akuter Graft
versus Host Reaktion.
% Spenderlymphozyten Kontrolle
1. Woche 2. Woche 3. Woche >3 Monate IEL Milz
CD3+ 91,1 ± 4,9 94,4 ± 2,4 97,1 ± 0,7 97,4 ± 1,2 92,0 ± 1,0 40,1 ± 2,8
CD4+ 12,7 ± 4,2 8,1 ± 3,4 7,8 ± 0,5 15,5 ± 4,3 15,1 ± 2,8 22,3 ± 0,5
CD8+ 85,2 ± 6,2 92,1 ± 1,9 91,6 ± 1,9 86,1 ± 2,3 78,6 ± 1,4 14,7 ± 1,4
CD20+ 0,6 ± 0,3 0,4 ± 0,4 0,6 ± 0,2 0,5 ± 0,1 0,5 ± 0,2 52,0 ± 1,5
α/βTCR+ 94,2 ± 1,6 95,3 ± 1,9 94,3 ± 1,6 43,2 ± 7,9 35,7 ± 3,5 95,7 ± 3,2
γ/δTCR+ 2,9 ± 1,4 1,9 ± 0,7 1,7 ± 0,7 39,3 ± 9,2 54,8 ± 2,2 3,8 ± 2,0
Wöchentlich nach GvHR Induktion wurde die Expression der T-Zell Antigene, sowie von
Spender (H-2b) und Empfänger (H-2b,d) MHC durchflußzytometrisch auf isolierten IEL bestimmt.
Angegeben ist der prozentuale Anteil der Spenderzellen (H-2b+ H-2d-), die das jeweilige
Oberflächenantigen aufweisen.  Die Meßwerte sind als Mittelwert ± SEM von mindestens je 3
Experimenten dargestellt.  Als Kontrolle dienten IEL von unbehandelten F1 Tieren, sowie
Milzzellen von C57BL/6 Spendertieren.
Bei der Analyse der TCR-Expression fanden sich unterschiedliche Ergebnisse im
frühen und späten Stadium der Erkrankung.
Während des ersten Monats nach GvHR-Induktion waren fast ausschließlich
αβTCR+ Spenderzellen im Darm nachweisbar.  Dies entsprach der ursprünglich
injizierten Zellsuspension, die überwiegend αβTCR+ T-Zellen enthalten hatte.  Drei
Monate nach GvHR-Induktion waren jedoch nur noch knapp die Hälfte der
Spenderzellen αβTCR+ und es fand sich ein Anteil von fast 40% γδTCR+
Spenderzellen im Darm (Tabelle 3).
Im Verlauf von mehreren Monaten hatten die infiltrierenden Spenderzellen sich
somit nicht nur hinsichtlich der Verteilung der CD4+ und CD8+ Zellen dem
Phänotyp der IEL angeglichen, sondern ähnelten IEL auch in der Verteilung von
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γδTCR (Tab. 3).  Der Phänotyp der Empfänger IEL blieb hingegen über den
gesamten Untersuchungszeitraum unverändert (Daten nicht aufgeführt).
Eine Besonderheit der IEL ist ihr hoher Anteil an CD8αα Lymphozyten (4,18).  Im
Gegensatz dazu sind CD8+ Zellen anderer peripherer Lymphozytenpopulationen
überwiegend als CD8αβ charakterisiert.
Abbildung 4:  Prozentualer Anteil von CD8αα und CD8αβ Spender und Empfänger
IEL bei akuter GvHR.
3 Wochen (oben) und 8 Wochen (unten) nach GvHR Induktion wurde die Expression von CD8α,
CD8β, sowie Empfänger (H-2d) MHC auf isolierten IEL mittels Dreifarbendurchflußzytometrie
bestimmt.  Angegeben ist der prozentuale Anteil der H-2d- Spenderzellen (links), bzw. H-2d+
Empfängerzellen (rechts), die CD8α oder CD8β exprimieren.  Dargestellt ist ein repräsentatives
Experiment. Als Kontrollen dienten IEL von unbehandelten F1 Tieren, sowie Milzzellen von
C57BL/6 Spendertieren.
Um zu klären, ob die Spenderzellen im Darm bei akuter GvHR den homodimeren
CD8αα Rezeptor oder den heterodimeren CD8αβ Rezeptor aufwiesen, wurde
mittels Dreifarben-Durchflußzytometrie der Anteil von Spender (H-2d-) und
Empfänger (H-2d+) IEL, die CD8αα oder CD8αβ exprimierten, ermittelt (Abb. 4).
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Drei Wochen nach Induktion der GvHR bestanden die Spenderzellen überwiegend
aus CD8αβ Zellen und entsprachen damit dem Verhältnis von CD8αα und CD8αβ
der ursprünglich injizierten Zellpopulation.
Acht Wochen nach GvHR Induktion zeigte sich hingegen eine Zunahme der
CD8αα Zellen innerhalb der Spender IEL. Die Spenderzellen wiesen zu diesem
Zeitpunkt somit eine Verteilung von CD8αα und CD8αβ auf, wie IEL von
unbehandelten IEL.
Diese Beobachtungen unterstützen die Hypothese einer selektiven Migration von
Lymphozyten mit einem „IEL-ähnlichen“ Phänotyp in die Darmschleimhaut nach
Dünndarmtransplantation oder akuter GvHR
Zur weiteren Charakterisierung der Spenderzellen in der Darmschleimhaut bei
akuter GvHR wurde die Häufigkeit verschiedener Vβ − Populationen
durchflußzytometrisch analysiert. (Tabelle 4).  Da die Spenderzellen im Darm
überwiegend vom Typ CD8+αβTCR+ waren (siehe Tabelle 3) wurden CD8+
Milzzellen und αβTCR+ IEL von unbehandelten C57BL/6J Spendertieren als
Kontrollen verwendet.
In Übereinstimmung mit in der Literatur veröffentlichen Ergebnissen (6) waren im
Darm von normalen C57BL/6 Mäusen Vβ5, Vβ6 und Vβ11 positive T-Zellen
seltener anzutreffen als in der Milz dieser Tiere (Tabelle 4).  Derartige
Unterschiede zwischen den beiden Organen waren hingegen bei der Analyse von
Vβ7, Vβ8, Vβ9 und Vβ14 positiven Lymphozyten nicht nachzuweisen.
Im Verlauf der akuten GvHR enthielten die Spenderzellen im Dünndarm signifikant
weniger Vβ5, Vβ6 und Vβ11 positive Zellen als die CD8+ Milzzellen der
Kontrolltiere.  Im Gegensatz dazu war die Verteilung der verschiedenen Vβ der
Spenderzellen identisch mit der Vβ Verteilung der IEL von Kontrolltieren (Tabelle
4). Somit unterschieden sich die Spenderzellen im Dünndarm hinsichtlich ihrer Vβ
Verteilung von der ursprünglich injizierten Zellpopulation.  Gleichzeitig glichen die
Spenderzellen in ihrer Vβ Verteilung „normalen“ IEL.
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Tabelle 4:  Vβ Repertoire der Spenderzellen im Dünndarm bei akuter GvHR.
Kontrollen GvHR  Spender IEL (%)
CD8+ Milzzellen αβTCR+ IEL Woche 2 Woche 3
Vβ5 10,8 ± 2,8 5,0 ± 0,6* 3,0 ± 1,5* 4,7 ± 1,5*
Vβ6 7,1 ± 0,1 3,3 ± 0,6** 4,7 ± 0,6* 3,7 ± 0,4**
Vβ7 6,0 ± 0,7 4,9 ± 0,4 5,8 ± 2,7 6,8 ± 1,6
Vβ8 13,5 ± 0,8 14,4 ± 0,8 12,1 ± 0,5 14,4 ± 1,9
Vβ9 3,0 ± 0,5 2,9 ± 0,7 3,1 ± 0,7 1,6 ± 0,3
Vβ11 8,6 ± 0,8 5,1 ± 1,2* 4,6 ± 0,6* 5,6 ± 0,8*
Vβ14 2,8 ± 0,1 3,4 ± 0,3 2,8 ± 0,5 3,2 ± 0,7
Lymphozyten wurden - wie in Material und Methoden beschrieben - isoliert, Als Kontrollpopulation
dienten CD8+ Milzzellen und αβTCR+ IEL von unbehandelten C57BL/6 Tieren.  In den Kontrollen
wurde mittels Zweifarben-Durchflußzytometrie der prozentuale Anteil der verschiedenen Vβ
Antigene bei CD8+ Milzzellen und αβTCR+ IEL bestimmt. Bei GvHR Tieren wurde der prozentuale
Anteil der Spenderlymphozyten (H-2d negativ) bestimmt, die das jeweilige Vβ Antigen exprimieren.
Angegeben sind Mittelwert ± SEM von 4 separaten Experimenten.  *p<0,04 vs. CD8+ Milzzellen,
**p<0,001 vs. CD8+ Milzzellen.
Diese Ergebnisse deuten entweder auf eine bevorzugte Migration bestimmter T-
Zellsubpopulationen in den Darm bei akuter GvHR oder auf ein verbessertes
Überleben dieser Spendersubpopulationen.  Gegen die dritte Möglichkeit der
Expansion einzelner Vβ Subpopulationen der Spenderzellen bei akuter GvHR
spricht, daß zwischen der zweiten und dritten Woche nach GvHR Induktion keine
Veränderung in der Vβ Verteilung der Spenderzellen zu beobachten war (Tabelle
4).
Wie auch bei den vorangegangenen Untersuchungen waren zu keinem
Untersuchungszeitpunkt Veränderung der Empfänger IEL hinsichtlich ihrer Vβ
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Verteilung nachzuweisen (Daten nicht aufgeführt).
Zusammengefaßt zeigte sich bei der phänotypischen Analyse isolierter
Lymphozyten bei akuter Graft-versus-Host-Reaktion eine kontinuierliche Zunahme
der Spenderzellen in den untersuchten lymphatischen Organen.  Im Dünndarm
wiesen die Spenderzellen einen „organ-spezifischen“ Phänotyp auf, d.h. sie
zeigten eine Verteilung der Subpopulationen wie native IEL und unterschieden
sich somit erheblich von den injizierten Milzzellen.  Die infiltrierenden
Spenderzellen im Dünndarm bestanden ausschließlich aus CD3+ T-Zellen mit
einem dominanten CD8+ Phänotyp.  Zusätzlich stimmten die Spenderzellen auch
in der Verteilung verschiedener Vβ Subtypen mit IEL überein. Im Verlauf der
Erkrankung zeigten sich außerdem innerhalb der Spenderpopulation eine
Zunahme der für IEL typischen γδTCR+ T-Zellen sowie CD8αα+ Lymphozyten.
4.2.2 Zytotoxizität
Als Motor der Gewebezerstörung in den verschiedenen Zielorganen der Graft-
versus-Host-Reaktion werden infiltrierende Spenderzellen mit spezifischer anti-
Host- (=anti-Empfänger) Aktivität angesehen (49).  Um nachzuweisen, ob IEL
während GvHR eine derartige spezifische Zytotoxizität aufweisen, wurden IEL aus
dem Dünndarm isoliert und ihre zytolytische Aktivität gegenüber Zellen der
Mastozytomzelllinie P815, die Empfänger MHC (H-2d) exprimieren, getestet (Abb.
5).
Wie erwartet wiesen IEL von unbehandelten F1 Kontrolltieren keine spezifische
anti-Host-Aktivität gegenüber P815 Zellen auf (Abb. 5A-D).
In der ersten Woche nach GvHR Induktion war keine spezifische anti-Host-
Aktivität der isolierten IEL nachweisbar. (Abb. 5A).  Zu diesem frühen Zeitpunkt
waren allerdings auch noch weniger als 2% der Lymphozyten in der
Dünndarmmukosa Spenderzellen. (siehe Abb. 3).  Dagegen war zwei Wochen
nach Induktion der GvHR eine signifikant gesteigerte (p<0.01 versus Kontrolle bei
E:T Ratio 200:1) anti-Host-Aktivität der isolierte IEL nachweisbar (Abb. 5B).  Diese
Aktivität richtete sich spezifisch gegen die H-2d positiven („Empfänger“) P815
Zellen, wohingegen bei den isolierten Zellen keine zytolytische Aktivität gegenüber
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H-2b positiven („Spender“) EL-4 Zellen beobachtet wurde (Daten nicht abgebildet).
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Abbildung 5: Spezifische zytolytische Aktivität isolierter IEL bei akuter GvHR.
IEL wurden wöchentlich nach GvHR Induktion von unbehandelten F1 Kontrolltieren (weiße Kreise)
und von Tieren mit GvHR (schwarze Quadrate) isoliert. Die spezifische zytolytische Aktivität der
isolierten IEL wurde gegenüber Zellen der Maus Mastocytomlinie P815 (H-2d = Empfänger) in
einem 51[Cr]-Freisetzungsversuch bestimmt.  Die Ergebnisse sind als % Zielzell Lyse bei
verschiedenen Effektor : Zielzell Ratios angegeben (jeweils als Mittelwert ± SEM von drei
separaten Experimenten). Die spezifische Aktivität gegenüber Spenderzellen (EL-4 Zellen, H-2b)
lag immer <5%. * p<0,05 vs. Kontrolle, ** p<0,01 vs. Kontrolle.
In der dritten Woche nach GvHR-Induktion war ein Abfall der zytolytischen
Aktivität nachweisbar, obgleich der Anteil an Spenderzellen im Dünndarm weiter
zugenommen hatte. (Abb. 5C).  Im Vergleich zur Aktivität der IEL von
Kontrolltieren war die zytolytische Aktivität aber noch immer signifikant erhöht
(p<0.01, E:T Ratio 200:1).
Vier Wochen nach GvHR-Induktion (Abb. 5D), war kein Unterschied zwischen
Kontrolltieren und GvHR-Tieren bezüglich der spezifischen Zytotoxizität mehr
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nachweisbar (p>0.05).  Auch zu einem späteren Zeitpunkt der Erkrankung war
keine erhöhte spezifischen Zytotoxizität der isolierten IEL mehr nachweisbar
(Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 6: Unspezifische zytolytische Aktivität isolierter IEL bei akuter GvHR.
IEL wurden wöchentlich nach Induktion der GvHR von unbehandelten F1 Kontrolltieren (weiße
Kreise) und von Tieren mit GvHR (schwarze Quadrate) isoliert. Die CD3-vermittelte unspezifische
zytolytische Aktivität der isolierten IEL wurde gegenüber Fc-Rezeptor-positiven Zellen der Maus-
Mastocytomlinie P815 in einem 51[Cr]-Freisetzungsversuch bestimmt.  Die Ergebnisse sind als %
Zielzell Lyse bei verschiedenen Effektor : Zielzell Ratios angegeben (Mittelwert ± SEM von drei
separaten Experimenten). * p<0,05 vs. Kontrolle, ** p<0,01 vs. Kontrolle.
Eine weitere charakteristische Funktion der IEL ist ihre unspezifische zytolytische
Aktivität, die durch anti-CD3 vermittelte Koppelung der Lymphozyten an Fc-
Rezeptor positive Zielzellen ausgelöst werden kann (21,23,30-32). In
Übereinstimmung mit diesen in der Literatur veröffentlichten Ergebnissen ließ sich
eine anti-CD3 vermittelte zytolytische Aktivität auch bei isolierten IEL von
Kontrolltieren auslösen (Abb. 6).
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In Tieren mit akuter GvHR war diese unspezifische zytolytische Aktivität ab der
zweiten Woche der Erkrankung deutlich erhöht (p<0.01 vs. Kontrolle bei E:T Ratio
200:1) (Abb. 6B) und erreichte Spitzenwerte während der dritten Woche nach
GvHR Induktion (Abb. 6C) (p<0.003 vs. Kontrolle, bei E:T Ratio 200:1).
Vier Wochen nach GvHR-Induktion (Abb. 6D) war noch eine gegenüber der
Kontrolle signifikant gesteigerte zytolytische Aktivität der IEL nachweisbar,
wenngleich diese Aktivität im Vergleich zu Woche 2 und 3 nach GvHR Induktion
bereits wieder abgenommen hatte.
Im weiteren Verlauf kam es zu einer stetigen Reduktion der unspezifischen
Zytotoxizität der isolierten IEL, und 6 Monate nach GvHR-Induktion war kein
Unterschied zwischen GvHR-Tieren und Kontrolltieren mehr nachweisbar (Daten
nicht dargestellt).
Zusammengefaßt läßt sich bei akuter GvHR eine kontinuierliche Migration von
Spenderzellen in die Dünndarmmukosa nachweisen.  Ähnlich wie bei Ratten nach
Dünndarmtransplantation weisen die infiltrierenden Zellen einen Phänotyp auf, der
identisch ist mit dem nativer IEL.  Zusätzlich kommt es im Verlauf der GvHR zu
einer vorübergehenden erheblichen Steigerung sowohl der unspezifischen wie
auch der spezifischen zytolytischen Aktivität isolierter Lymphozyten.
4.3 IEL BEI SEPSIS
4.3.1 Zytotoxizität
Septikämie als Modell einer gram-negativen Infektion wurde durch intravenöse
Gabe von 2,5 mg/kg E. coli LPS in C57BL/6 Mäusen ausgelöst.  In dieser
Dosierung führt LPS bei den Tieren zu einem nicht-letalen septischen
Krankheitsbild, das durch Fieber, Zytokinfreisetzung, Gewichtsabnahme und
reduzierte Nahrungsaufnahme charakterisiert ist. (119,135).
Wie bereits gezeigt (siehe Abb. 6), weisen IEL von Mäusen eine unspezifische
zytolytische Aktivität auf, die sich in einem 51[Cr]-Freisetzungsversuch demonstrieren
läßt.  Nach Injektion von LPS war diese unspezifische zytolytische Aktivität der IEL
signifikant gesteigert (Abb. 7).
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Abbildung 7:  Unspezifische zytolytische Aktivität isolierter IEL nach Septikämie
IEL wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Sepsisinduktion von unbehandelten
Kontrolltieren (Quadrate) und von Tieren mit Septikämie (Kreise) isoliert. Die CD3-vermittelte
unspezifische zytolytische Aktivität der isolierten Zellen wurde gegenüber Fc-Rezeptor-positiven
Zellen der Maus Mastocytomlinie P815 in einem 51[Cr]-Freisetzungsversuch bestimmt.
Inkubationsdauer 4 Stunden  Die Ergebnisse sind als % Zielzell Lyse bei verschiedenen Effektor :
Zielzell Ratios angegeben (jeweils als Mittelwert ± SEM von drei separaten Experimenten je
Gruppe). * p<0,05 vs. Kontrolle, ** p<0,01 vs. Kontrolle.
Eine Erhöhung der zytolytischen Aktivität der IEL war sechs Stunden nach
Septikämie noch nicht nachweisbar (Abb. 8A), wohingegen 12 und 24 Stunden nach
Septikämie die zytolytische Aktivität der IEL signifikant erhöht war (Abb. 8B,C).  48
Stunden nach Septikämie war die zytolytische Aktivität wieder auf das
Ausgangsniveau zurückgekehrt (Abb. 8D).
Eine Erklärung für die gesteigerte zytolytische Aktivität der IEL nach Septikämie
basiert entweder auf der Vorstellung einer funktionellen Aktivierung existierender
Zellen, oder der Expansion einer oder mehrerer zytolytisch aktiver
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Subpopulationen der IEL.
4.3.2 Phänotyp
Zur Klärung dieser Fragestellung erfolgte die phänotypische Analyse der IEL zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Septikämie mittels Zweifarben-
Durchflußzytometrie (Tabelle 5).
Tabelle 5:  Phänotyp isolierter IEL nach LPS-Injektion.
Zeitpunkt nach LPS-Injektion
Kontrolle 12 Stunden 24 Stunden 48 Stunden
CD3+ 88,9 ± 2,8 89,8 ± 2,7 92,4 ± 1,2 92,7 ± 0,1
CD3+CD4+ 4,3 ± 0,5 4,6 ± 1,4 3,0 ± 1,1 3,6 ± 1,0
CD3+CD8α+ 80,1 ± 3,6 79,9 ± 3,3 82,1 ± 0,5 84,5 ± 1,8
CD3+αβTCR+ 26,0 ± 1,1 27,7 ± 1,0 24,1 ± 1,4 25,8 ± 1,0
CD3+γδTCR+ 65,1 ± 3,5 61,7 ± 3,5 67,9 ± 1,6 66,9 ± 1,2
IEL wurden aus der Dünndarmschleimhaut von Mäusen nach Gabe von 2,5 mg/kg LPS und von
unbehandelten Kontrolltieren isoliert.  Mittels Zweifarbendurchflußzytometrie wurde die Expression
verschiedener T-Zell-Antigene analysiert und der prozentuale Anteil der verschiedenen
Subpopulationen ermittelt. Angegeben sind Mittelwert ± SEM von drei separaten Experimenten.
Zu keinem Zeitpunkt nach LPS-Gabe konnte eine phänotypische Veränderung der
isolierten IEL nachgewiesen werden.  Zu allen untersuchten Zeitpunkten bestanden
die IEL fast ausschließlich aus CD3+ T-Zellen mit einem vorherrschenden CD4-CD8+
Phänotyp.  Ebensowenig waren Veränderungen im Verhältnis von αβTCR+ und
γδTCR+ Zellen der IEL nach LPS-Gabe nachweisbar (Tabelle 5).
Demnach war die Aktivierung der IEL nach Septikämie nicht von einer Expansion
einer oder mehrerer Subpopulationen begleitet.
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4.3.3 Zytokinproduktion
Im zeitlichen Verlauf der Zytotoxizität der IEL zeigte sich der Anstieg der
zytolytischen Aktivität erst relativ spät, 12 Stunden nach LPS-Injektion.  Um
festzustellen, ob es bereits zu einem früheren Zeitpunkt nach LPS-Gabe zu einer
Aktivierung der IEL kommt, wurde in den nächsten Experimenten die
Zytokinproduktion (IFN-γ) der IEL nach Septikämie mittels ELISA analysiert (Abb.
8).
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Abbildung 8:  IFN-γ Produktion isolierter IEL nach Septikämie
IEL wurden aus der Dünndarmschleimhaut von Kontrolltieren (weiße Säulen) oder von Tieren nach
LPS-Injektion (graue Säulen) isoliert und kultiviert wie in Material und Methoden beschrieben. Nach
24 Stunden wurden die Kulturüberstände gesammelt und die IFN-γ Konzentration in den
Überständen mittels ELISA bestimmt.  Angegeben sind Mittelwert ± SEM von drei Experimenten zu
jedem Zeitpunkt.  * p<0,01 vs. Kontrolle,  **p<0,001 vs. Kontrolle.
Eine signifikant (p<0.001) gesteigerte Freisetzung von IFN-γ durch die isolierten
IEL konnte bereits drei Stunden nach LPS-Injektion beobachtet werden.  Diese
gesteigerte Zytokinproduktion der IEL war bis zu 24 Stunden nach Septikämie
nachweisbar (Abb. 8).  Die Steigerung der Zytokinproduktion der IEL nach
Septikämie ging somit der Steigerung der zytolytischen Aktivität der IEL nach
Septikämie voraus.
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4.3.4 NOS-2 Expression
LPS führt im Darm neben der lymphozytären Aktivierung auch zu einer gesteigerten
Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxid Synthase (NOS-2) (100,136).  Da
IEL, möglicherweise über die Produktion von IFN-γ, Anteil an der Regulation der
NOS-2 Expression im Darm und der damit verbundene Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) haben (28), wurde in den nächsten Experimenten die
Expression der NOS-2 mRNA im Darm nach Septikämie mittels Northern Blot
Analyse bestimmt (Abb.9).
Dabei zeigte sich zunächst eine „konstitutive“ Expression der NOS-2 mRNA im
Darm.  Diese konstitutive NOS-2 Expression war auf das Ileum beschränkt und war
in verschiedenen Mausarten (C57BL/6, DBA/2J) nachweisbar (Daten nicht
dargestellt). Unbeeinflußt war die konstitutive NOS-2 Expression der
Darmschleimhaut von der Kompetenz des Immunsystems, da sie auch in
Nacktmäusen und Tieren mit schwerer kombinierter Immundefizienz (SCID)
nachweisbar war.  Ebenso blieb die Besiedelung des Gastrointestinaltraktes oder die
Nahrungsaufnahme ohne Einfluß auf die NOS-2 Expression (Daten nicht dargestellt,
siehe auch 100).
Nach Endotoxinämie zeigte die Northern Blot Analyse eine im Vergleich zu
Kontrolltieren signifikant vermehrte Expression der NOS-2 mRNA in allen
Dünndarmabschnitten bereits 3 Stunden nach LPS-Injektion. (Abb. 9).  Die
gesteigerte NOS-2 mRNA-Expression war bis zu 24 Stunden nach LPS-Injektion im
Darm nachweisbar.
Es bestand jedoch ein erheblicher Unterschied in der NOS-2 mRNA-Expression in
den verschiedenen Dünndarmabschnitten.  Im Jejunum, dem Darmabschnitt ohne
konstitutive NOS-2 Expression, war NOS-2 mRNA-Expression nur während der
ersten sechs Stunden nach LPS-Injektion nachweisbar.  Im Ileum hingegen, war die
gesteigerte NOS-2 Expression bis zu 24 Stunden nach LPS-Injektion zu beobachten.
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Abbildung 9:  NOS-2 mRNA-Expression im Darm nach Septikämie
Gewebeproben wurden aus Jejunum und Ileum 3, 6, 12 und 24 Stunden nach LPS-Injektion oder
von Kontrolltieren gewonnnen.  Als Negativ- und Positiv-Kontrollen wurden unbehandelte, bzw. mit
LPS stimulierte RAW 264.7 Zellen verwendet.  Die Blots wurden mit einer spezifischen NOS-2
Gensequenz und einer 18S RNA-Gensequenz hybridisiert.
Es konnte somit gezeigt werden, daß es nach Septikämie zu einer sequentiellen
Aktivierung verschiedener Abwehrmechanismen in der Darmschleimhaut kommt.
Bereits wenige Stunden nach der Gabe von LPS konnte eine verstärkte
Produktion von IFN-γ durch IEL nachgewiesen werden. Gleichzeitig kam es,
möglicherweise induziert durch IFN-γ, zu einer vermehrten Expression der NOS-2
mRNA in der Dünndarmmukosa.  Zwölf Stunden nach Septikämie konnte dann
eine Steigerung der zytolytischen Aktivität der isolierten IEL beobachtet werden.
Alle Veränderungen waren in dem gewählten nicht-letalen Sepsismodell reversibel
und waren 48 Stunden nach der LPS Gabe nicht mehr nachweisbar.
4.4 IEL BEI MORBUS CROHN
Bei den bislang erörterten Modellen intestinaler Erkrankungen standen entweder
die Reaktionen des Immunsystems gegenüber allogenen Antigenen (GvHR und
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akute Abstoßung) oder gegenüber bakteriellen Antigenen (Sepsis) im Mittelpunkt
der Untersuchungen.  Gemeinsam war all diesen Modellen ein zumindest anfangs
intaktes Immunsystem.  Demgegenüber liegt den chronisch entzündlichen
Darmerkrankungen vermutlich eine gestörte Regulation von B-Zell- und T-Zell-
Funktion in der Darmschleimhaut zugrunde (71-73,79).
Um mögliche Veränderungen der IEL bei entzündlichen Darmerkrankungen zu
analysieren, wurden daher Phänotyp und Funktion der IEL von Patienten mit
Morbus Crohn mit Phänotyp und Funktion peripherer Blutlymphozyten derselben
Patienten und Lymphozyten gesunder Kontrollpatienten verglichen.
4.4.1 Phänotyp
Bei der phänotypischen Analyse der isolierten IEL mittels Zweifarben-
Durchflußzytometrie zeigte sich, daß sowohl IEL von Patienten mit Morbus Crohn,
als auch IEL von Kontrollpatienten überwiegend aus CD3+ T-Zellen bestanden und
keine B-Zellen enthielten (Tabelle 6).  Ferner lag in beiden untersuchten
Patientengruppen der Anteil an CD3-CD16+ NK-Zellen unter 2%.
Auffallend war der hohe Anteil (annähernd 20%) sog. „null-cells“ innerhalb der IEL
Population (Daten nicht dargestellt).  Derartige Zellen, die aufgrund ihrer Größe
und Granularität Lymphozyten ähnlich sind, ohne jedoch Lymphozyten- oder NK-
Zell-Marker aufzuweisen, sind beschrieben, ihre Funktion ist bislang aber nicht
bekannt (27).
Bei den Kontrollpatienten war eine breite Streuung der prozentualen Anteile von
CD4+ und CD8+ IEL zu beobachten, so daß die Mittelwerte der Messungen das
tatsächliche Überwiegen der CD8+ Zellen bei den einzelnen Patienten nicht
überzeugend widerspiegelt.
Im Vergleich zur Kontrollpopulation zeigten IEL von allen Patienten mit Morbus
Crohn einen signifikant (p<0,04) gesteigerten Anteil der CD8+ Zellen, was sich in
der Reduktion der CD4/CD8 Ratio niederschlug (Tabelle 6).  Zusätzlich zeigte sich
bei Patienten mit Morbus Crohn ein Anstieg der γδTCR+ Zellen innerhalb der IEL
Population. Aufgrund der hohen interindividuellen Variabilität war diese Zunahme
der γδ+ Zellen im Vergleich zu Kontrollpopulation aber nicht signifikant
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unterschiedlich.
Tabelle 6:  Phänotyp intestinaler IEL bei Morbus Crohn.
IEL
Kontrolle Morbus Crohn
CD3+ 62,4 ± 9,4 73,6 ± 11,5
CD3+CD4+ 28,8 ± 7,8 17,5 ± 5,4*
CD3+CD8+ 31,7 ± 11,4 59,6 ± 10,8*
CD3+αβTCR+ 66,5 ± 11,5 67,8 ± 13,2
CD3+γδTCR+ 3,6 ± 1,6 7,0 ± 4,2
CD20+ 1,1 ± 0,8 0,7 ± 0,4
CD3-CD16+ 2,1 ± 0,2 0,8 ± 0,2
CD4/CD8 Ratio 1,0 ± 0,5 0,4 ± 0,2
IEL wurden aus der Darmschleimhaut von Patienten mit Morbus Crohn und von
Kontrollpatienten isoliert. Mittels Zweifarbendurchflußzytometrie wurde die Expression
verschiedener T-Zell Antigene analysiert und der prozentuale Anteil der verschiedenen
Subpopulationen ermittelt.  Angegeben sind Mittelwert ± SEM von 6 Patienten je Gruppe. *
p<0,04 vs. Kontrolle
Bei der phänotypischen Analyse der peripheren Blutlymphozyten ließen sich keine
Unterschiede in der Expression von CD3, CD4, CD8, CD20, αβTCR und γδTCR
zwischen Patienten mit Morbus Crohn und Kontrollpatienten feststellen (Tabelle
7).
Die T-Zellen beider Patientengruppen waren überwiegend CD4+ und ca. 20% der
Lymphozyten wiesen den B-Zell-Marker CD20 auf.  In beiden Patientenkollektiven
waren die T-Zellen überwiegend αβTCR+.
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Tabelle 7:  Phänotyp peripherer Blutlymphozyten bei Morbus Crohn.
periphere Blutlymphozyten
Kontrolle Morbus Crohn
CD3+ 72,1 ± 8,3 72,3 ± 9,8
CD3+CD4+ 47,5 ± 7,4 43,6 ± 6,2
CD3+CD8+ 22,0 ± 5,9 28,3 ± 7,7
CD3+αβTCR+ 70,4 ± 8,0 70,3 ± 9,9
CD3+γδTCR+ 2,0 ± 1,2 2,3 ± 1,1
CD20+ 14,7 ± 1,0 14,5 ± 5,5
CD3-CD16+ 11,3 ± 5,2 4,3 ± 1,6*
CD4/CD8 Ratio 2,1 ± 0,4 1,8 ± 1,0
Mittels Zweifarbendurchflußzytometrie wurde die Expression verschiedener T-Zell Antigene
auf peripheren Blutlymphozyten in heparinisierten Blutproben analysiert und der
prozentuale Anteil der verschiedenen Subpopulationen ermittelt.  Angegeben sind Mittelwert
± SEM von 6 Patienten je Gruppe. Alle Blutproben von Patienten mit Morbus Crohn und von
Kontrollpatienten wurden präoperativ gewonnen. * p<0,01 versus Kontrolle.
Ein signifikanter (p<0,01) Unterschied zwischen Kontrollpatienten und Patienten
mit Morbus Crohn bestand im Gehalt an NK-Zellen im peripheren Blut.  Im
peripheren Blut von Patienten mit Morbus Crohn waren deutlich weniger NK-
Zellen als im Blut von Kontrollpatienten nachweisbar.  Während bei
Kontrollpatienten der Anteil von NK-Zellen zwischen 10,7% und 26,2% schwankte,
waren bei Patienten mit Morbus Crohn regelmäßig weniger als 5% der peripheren
Blutlymphozyten CD3-CD16+ NK-Zellen (Tabelle 7).
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4.4.2 Zytotoxizität
Der Anstieg von CD8+ Zellen in der Darmschleimhaut von Patienten mit Morbus
Crohn war begleitet von einem signifikanten Anstieg der unspezifischen
zytolytischen Aktivität der isolierten IEL. (Abb. 10 A).
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Abbildung 10:  Zytolytische Aktivität isolierter IEL bei Morbus Crohn
Die zytolytische Aktivität isolierter IEL von Patienten mit Morbus Crohn () oder Kontrollpatienten
() wurde gegenüber der humanen Adenokarzinomzellinie DLD-1 (A) und der NK-sensitiven
humanen Leukämiezellinie K562 (B) in einem 51[Cr]-Freisetzungsversuch bestimmt.
Inkubationsdauer 16 Stunden.  * p<0.05 vs. Kontrolle.
In Übereinstimmung mit den in der Literatur veröffentlichten Ergebnissen (40,41)
richtete sich diese unspezifische zytolytische Aktivität der IEL, die auch bei
Kontrollpatienten nachweisbar war, gegen Zellen epithelialen Ursprungs, wie z.B.
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die humanen Colonkarzinomzellen DLD-1 (Abb. 10 A).  Die zytolytische Aktivität
war nicht MHC restringiert, da DLD-1 Zellen praktisch kein MHC I exprimieren
(40).  Ebensowenig handelt es sich bei dieser Aktivität um NK-Aktivität, da weder
IEL von Patienten mit Morbus Crohn noch IEL von Kontrollpatienten zytolytische
Aktivität gegenüber den NK-sensitiven K562 Zellen entfalteten (Abb. 10 B).
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Abbildung 11:  Zytolytische Aktivität isolierter Lymphozyten des peripheren Bluts
bei Morbus Crohn.
Die zytolytische Aktivität isolierter peripherer Blutlymphozyten von Patienten mit Morbus Crohn ()
oder Kontrollpatienten () wurde gegenüber der humanen Adenokarzinomzellinie DLD-1 (A) und
der NK-sensitiven humanen Leukämiezellinie K562 (B) in einem 51[Cr]-Freisetzungsversuch
bestimmt. Inkubationsdauer 16 Stunden.  * p<0,05 vs. Kontrolle.
Um festzustellen, ob diese erhöhte zytolytische Aktivität bei Patienten mit Morbus
64
Crohn auf die intestinalen Lymphozyten beschränkt war, oder sich auch bei
peripheren Lymphozyten nachweisen ließ, wurden die zytolytische Aktivität von
Lymphozyten des peripheren Bluts gegenüber den gleichen Zielzellen analysiert
(Abb. 11).
In beiden Patientenkollektiven war nur eine minimale zytolytische Aktivität
gegenüber DLD-1 Zellen nachweisbar (Abb. 11A) und es bestand kein
Unterschied zwischen Patienten mit Morbus Crohn und Kontrollpatienten.  Im
Gegensatz zu IEL wiesen periphere Lymphozyten eine zytolytische Aktivität
gegenüber den NK-sensitiven K562 Zellen auf, jedoch war auch hier kein
Unterschied zwischen Kontrollpatienten und Patienten mit Morbus Crohn
festzustellen (Abb. 11B).
Diese Ergebnisse weisen auf eine selektive Aktivierung intestinaler Lymphozyten
bei Patienten mit Morbus Crohn hin.  Die lymphozytäre Aktivierung war begleitet
von einem Anstieg der CD8+ IEL bei Patienten mit Morbus Crohn.
Im Gegensatz zur Aktivierung der intestinalen Lymphozyten war keine funktionelle
Aktivierung der peripheren Lymphozyten bei Morbus Crohn zu beobachten.  Die
Bedeutung der von uns beobachteten Verminderung der NK-Zellen im peripheren
Blut bei Patienten mit Morbus Crohn bleibt bislang unklar.
4.5 INTESTINALE ISCHÄMIE/REPERFUSION
Gewebeschädigung aufgrund Ischämie und nachfolgender Reperfusion eines
Organs treten bei einer Vielzahl chirurgisch relevanter Krankheitsbilder, wie z.B.
Mesenterialinfarkt, inkarzerierter Hernie oder Volvulus auf (81,82).  Ein etabliertes
Modell einer intestinalen Ischämie und Reperfusion (I/R) ist die selektive
Unterbrechung des Blutflusses in der Arteria mesenterica superior über einen
definierten Zeitraum mit nachfolgender Reperfusion des Darmes (82,83,86,90).
4.5.1 Ausmass der Gewebeschädigung
In dem beschriebenen Modell der selektiven intestinalen Ischämie und
Reperfusion wurde zunächst das Ausmaß der intestinalen Schädigung anhand der
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Steigerung der Hyaluronsäurekonzentration (122) im Serum bestimmt (Tabelle 8).
Da im Rahmen des I/RS eine gleichzeitige Schädigung primär nicht ischämischer
Organe, wie z.B. Lunge oder Leber beschrieben ist (83-85), wurde außerdem die
hepatische Schädigung nach intestinaler I/R anhand des Anstiegs der Aspartat-
amino-transferase (AST) im Serum analysiert (Tabelle 8).
Tabelle 8:  Intestinale und hepatische Schädigung nach intestinaler Ischämie.
Kontrolle Ischämie/Reperfusion
Hyaluronsäure (IU/ml) 52 ± 7 349 ± 120*
AST (IU/ml) 80 ± 8 198 ± 12*
Alle Blutproben wurden nach 60 min. intestinaler Ischämie und nachfolgender 60 min.
Reperfusionsphase durch aortale Punktion gewonnen.  Kontrolltiere wurden nur laparotomiert.
Angegeben sind Mittelwert ± SEM von jeweils 5 Ratten je Gruppe.  * p<0,01 versus Kontrolle
Wie erwartet zeigte sich nach Ischämie und Reperfusion des Dünndarms nicht nur
eine intestinale Schädigung, sichtbar an der signifikanten (p<0,01 versus
Kontrolle) Steigerung der Hyaluronsäurekonzentration im Serum, sondern auch
ein signifikanter (p<0,01 versus Kontrolle) Anstieg der AST als Hinweis auf eine
hepatische Schädigung.
4.5.2 Glutathionhaushalt
Ein entscheidender Faktor bei der Entwicklung von Organschäden nach I/R ist die
Freisetzung von reaktiven Radikalen (83,84).  Schutz vor dieser oxidativen
Radikalwirkung bieten endogene Antioxidantien, wie z.B. das Glutathionsystem,
das u.a. als Protonendonator zum Abbau der Radikale beitragen kann (103,137).
Glutathion liegt in der Zelle zu über 99% in der reduzierten Form (GSH) vor.  Der
Konzentrationsabfall der reduzierten, bzw. der Anstieg der oxidierten Form
(GSSG) wird häufig als Ausdruck der verbrauchten antioxidativen Kapazität der
Zelle interpretiert. In dem hier verwendeten Modell diente der Abfall der GSH-
Konzentration in Darm und Leber als indirektes Maß des oxidativen Streß nach
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intestinaler I/R.
Intestinale I/R führte in beiden Organen zu einer Herabsetzung der Gesamt-GSH-
Gewebekonzentration (Tabelle 9).  Während im Darm dieser GSH-Abfall nur
während der ersten Stunde nach I/R zu beobachten war, zeigte sich in der Leber
eine deutliche Minderung der GSH-Gewebekonzentration bis zu 4 Stunden nach
Reperfusion.
Tabelle 9:  GSH-Konzentration in Darm und Leber nach intestinaler I/R
GSH-Gewebekonzentration (nmol/mg Protein)
Dünndarm Leber
Kontrolle 28,7 ± 4,2 30 ± 8,3
Ischämie, 1 h Reperfusion 20,8 ± 6,1* 21,5 ± 5,5*
Ischämie, 4 h Reperfusion 28 ± 3,8 11,3 ± 2,9**
Ischämie, 24 h Reperfusion 36 ± 4,2 37,4 ± 5,1
Die Gewebeproben wurden nach 60 min. intestinaler Ischämie und der angegebenen
nachfolgenden Reperfusionsphase gewonnen und sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren.
Angegeben sind Mittelwert ± SEM von jeweils 5 Ratten je Gruppe. *p<0,05 versus Kontrolle,
**p<0,01 versus Kontrolle
In beiden Organen war 24 Stunden nach I/R keine Veränderung der GSH-
Gewebekonzentration mehr nachweisbar.  Sowohl im Darm als auch in der Leber
war zu diesem Zeitpunkt eine diskrete Steigerung der GSH-Gewebekonzentration
über das Ausgangsniveau hinaus zu beobachten. Diese Steigerung der GSH-
Gewebekonzentration erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p>0,05).
4.5.3 Modulation des I/R-Schadens
Die Bedeutung der inflammatorischen Antwort im Ischämie/Reperfusionsschaden
(I/RS) ist noch umstritten. Lane et al. berichten über eine Minderung des I/RS
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nach Gabe des anti-inflammatorischen Interleukin-10 (98).  Um den Effekt anti-
inflammatorischer und pro-inflammatorischer Zytokine auf den Gewebeschaden
nach intestinaler I/R zu analysieren wurde in den nächsten Versuchen versucht,
den I/RS durch Zytokingabe zu modulieren.  Dazu wurde den Tieren 5 min. vor
Reperfusion entweder das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 (40 µg/kg) oder das
pro-inflammatorische Zytokin IL-2 (40 µg/kg) intravenös appliziert. Kontrolltiere
erhielten ledigliche isotone Kochsalzlösung.
4.5.3.1 AUSMASS DES GEWEBESCHADENS
Die Analyse von AST und Hyaluronsäure im Serum nach der Gabe des anti-
inflammatorischen IL-10 deutete überraschenderweise nicht auf eine Minderung,
sondern auf eine Zunahme des Gewebeschadens sowohl im Dünndarm als auch
in der Leber hin (Tabelle 10).
Tabelle 10:  Intestinale und hepatische Schädigung nach Modulation des
intestinalen I/RS
Ischämie / Reperfusion
Kontrolle I/R I/R + IL-2 I/R + IL-10
Hyaluronsäure (IU/ml) 52 ± 7 349 ± 120* 570 ± 215* 538 ± 110*§
AST (IU/ml) 80 ± 8 198 ± 12* 150 ± 20*§ 250 ± 20*§
Alle Blutproben wurden nach 60 min. intestinaler Ischämie und nachfolgender 60 min.
Reperfusionsphase durch aortale Punktion gewonnen.  Kontrolltiere wurden nur laparotomiert.
Angegeben sind Mittelwert ± SEM von jeweils 5 Ratten je Gruppe.  * p<0,05 versus Kontrolle,
§ p>0,05 versus I/R
Im Gegensatz dazu führte die Gabe von IL-2 zu unterschiedlichen Effekten in
Darm und Leber. In der Leber war eine Abnahme der Gewebeschädigung zu
beobachten, die sich in einer signifikant verringerten AST-Freisetzung
niederschlug.
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Im Darm war eine derartige Minderung der Gewebeschädigung nach IL-2-Gabe
hingegen nicht zu beobachten (Tab. 10).  Es kam hier zu einer Zunahme der
Hyaluronsäurefreisetzung, die jedoch aufgrund der hohen Variabilität der
Meßwerte im Vergleich zu Tieren, die einer alleinigen intestinalen Ischämie
unterworfen wurden, keine statistische Signifikanz erreichte.
4.5.3.2 Glutathionhaushalt
Es stellte sich nun die Frage, welche Mechanismen den unterschiedlichen
Effekten der Modulation des I/RS durch IL-2 und IL-10 zugrunde liegen.  Dazu
sollten zunächst die Auswirkungen auf den Glutathionhaushalt untersucht werden
(Tabelle 11).
Tabelle 11:  GSH-Konzentration im Dünndarm nach Modulation des I/RS.
GSH-Gewebekonzentration (nmol/mg Protein)
I/R I/R + IL-2 I/R + IL-10
Kontrolle 28,7 ± 4,2 28,7 ± 4,2 28,7 ± 4,2
Ischämie, 1 h Reperfusion 20,8 ± 6,1 16,8 ± 4,2 8,9 ± 6,2*
Ischämie, 4 h Reperfusion 28 ± 3,8 18,7 ± 4,1 15,9 ± 5,5*
Ischämie, 24 h Reperfusion 36 ± 4,2 19,5 ± 3,9* 18,1 ± 3,6*
Die Gewebeproben wurden nach 60 min. intestinaler Ischämie und der angegebenen
nachfolgenden Reperfusionsphase asserviert und bis zur Analyse in flüssigem Stickstoff
tiefgefroren. Angegeben sind Mittelwert ± SEM von jeweils 5 Ratten je Gruppe.  *p<0,05
versus I/R
Im Dünndarm kam es nach Modulation des I/RS mit IL-10 zu einer im Vergleich
zum alleinigen I/R ausgeprägten Senkung der GSH-Gewebekonzentration eine
Stunde nach Reperfusion (Tabelle 11).  Im Gegensatz dazu war nach IL-2-Gabe
kein Unterschied im GSH-Haushalt von Tieren mit alleinigem I/RS und Tieren
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nach IL-2-Gabe auszumachen.  Sowohl Tiere mit alleinigem I/RS als auch Tiere,
die mit IL-2 behandelt worden waren, wiesen einen Abfall der GSH-
Gewebekonzentration im Dünndarm auf.
Die bei Tieren nach alleiniger I/R beobachtete Normalisierung der GSH-
Konzentration innerhalb 24 Stunden nach Reperfusion war nach Modulation des
I/RS nicht zu beobachten. Sowohl nach IL-10-, als auch nach IL-2-Gabe waren die
GSH-Konzentrationen im Darm bis 24 Stunden nach Reperfusion noch deutlich
vermindert (Tabelle 11).
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Abbildung 12:  Intestinale GSH-Konzentration und Serumkonzentration der
Hyaluronsäure nach Modulation des I/RS.
Die GSH-Konzentration wurde in Gewebeproben und die HA-Konzentration im Serum bestimmt.
Alle Proben wurden nach 60 min. intestinaler Ischämie und nachfolgender 60 min.
Reperfusionsphase gewonnen.  Kontrolltiere wurden nur laparotomiert. Angegeben sind
Mittelwerte von jeweils 5 Ratten je Gruppe.
Das Ausmaß der Gewebeschädigung im Dünndarm nach Modulation des I/RS mit
schwerster Schädigung nach IL-10-Gabe, korrelierte somit mit dem Abfall der
GSH-Konzentration, die nach IL-10-Gabe ebenfalls am deutlichsten ausfiel (Abb.
12).
Im Gegensatz zu den Beobachtungen im Dünndarm, korrelierte der Anstieg der
Transaminasen nach intestinaler I/R (Tabelle 10) hingegen nicht mit dem Abfall
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der GSH-Konzentration im Lebergewebe (Tabelle 12).
Die Zunahme der hepatischen Schädigung nach IL-10-Gabe war nicht von einem
entsprechendem Abfall der GSH-Konzentration begleitet.  So war hinsichtlich der
GSH-Gewebekonzentrationen in der Leber kein statistisch signifikanter
Unterschied nachweisbar zwischen Tieren die IL-10 erhalten hatten und Tieren,
die einer alleinigen I/R unterworfen worden waren (Tabelle 12).
Die Gabe von IL-2, die zur Minderung des hepatischen Schadens nach I/R geführt
hatte, war hingegen von einer deutlichen Senkung der hepatischen GSH-
Gewebekonzentration eine Stunde nach Reperfusion begleitet.
Tabelle 12:  GSH-Gewebekonzentration in der Leber nach Modulation des I/RS
GSH-Gewebekonzentration (nmol/mg Protein)
I/R I/R + IL-2 I/R + IL-10
Kontrolle 30 ± 8,3 30 ± 8,3 30 ± 8,3
Ischämie, 1h Reperfusion 21,5 ± 5,5 13,8 ± 4,9 19,1 ± 5,2
Ischämie, 4 h Reperfusion 11,3 ± 2,9 12,7 ± 3,8 13,5 ± 4,6
Ischämie, 24 h Reperfusion 37,4 ± 5,1 39,1 ± 4,7 33,3 ± 6,9
Die Gewebeproben wurden nach 60 min. intestinaler Ischämie und der angegebenen
nachfolgenden Reperfusionsphase asserviert und bis zur Analyse in flüssigem Stickstoff
tiefgefroren. Angegeben sind Mittelwert ± SEM von jeweils 5 Ratten je Gruppe.
Im Gegensatz zum Dünndarm waren Veränderung der hepatischen GSH-
Gewebekonzentration nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar.  Sowohl Tiere,
die einer alleinigen I/R unterworfen worden waren, als auch Tieren mit IL-2- oder
IL-10-Vorbehandlung zeigten 24 Stunden nach Reperfusion wieder normalisierte
GSH-Gewebekonzentrationen in der Leber.
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Gabe des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10
nicht zu einer Minderung, sondern vielmehr zu einer Zunahme des
Gewebeschadens in Darm und Leber nach intestinaler I/R führen kann.  Hingegen
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bewirkte die Modulation des I/RS mit IL-2 eine Minderung zumindest des
hepatischen Schadens.  Allerdings korrelierte die Minderung des hepatischen
Gewebeschadens, sichtbar an einem Abfall der AST-Serumkonzentration nicht mit
einem vermindertem Abfall der GSH-Konzentration, d.h. nicht mit einem
verminderten oxidativen Streß (Abb.13).
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Abbildung 13: AST-Serumkonzentration und hepatische GSH-Konzentration nach
Modulation des I/RS.
Die GSH-Konzentration wurde in Gewebeproben und die HA-Konzentration im Serum bestimmt.
Alle Proben wurden nach 60 min. intestinaler Ischämie und nachfolgender 60 min.
Reperfusionsphase gewonnen.  Kontrolltiere wurden nur laparotomiert. Angegeben sind
Mittelwerte von jeweils 5 Ratten je Gruppe.
4.5.4 Endogene Schutzmechanismen
Zur Klärung der Frage, ob weitere endogene Schutzmechanismen zur Minderung
des Gewebeschadens nach Modulation des I/RS beigetragen haben, wurde in den
folgenden Experimenten die Expression der potentiell protektiv wirkenden
induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (NOS-2) (99-101), sowie der
induzierbaren Hämoxygenase-1 (HO-1) analysiert (111,138).
Eine „konstitutive“ Expression der NOS-2 mRNA ließ sich, wie in Kapitel 4.3.4.
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beschrieben, im Dünndarm von unbehandelten Kontrolltieren nachweisen. Im
Gegensatz dazu war in der Leber der Kontrolltiere keine Expression der NOS-2
mRNA nachweisbar (Abb. 14).
Dünndarm
1
10
100
Kontrolle I/R I/R+IL-2 I/R+IL-10
Leber
1
10
100
Kontrolle I/R I/R+IL-2 I/R+IL-10
   1     24  1      24    0      1     24Kontrolle   0       1      24Kontrolle   1      24    1     24
Abbildung 14:  NOS-2 mRNA-Expression in Darm und Leber nach intestinaler I/R.
Gewebeproben wurden aus Dünndarm und Leber von jeweils 2 Tieren 1 und 24 Stunden nach
intestinaler I/R oder von Kontrolltieren gewonnen.  Nach Isolation der Gesamt-RNA erfolgte die
PCR-Analyse wie in Material und Methoden beschrieben.  Als Negativ- und Positiv-Kontrollen
wurde RNA von unbehandelten oder mit LPS stimulierten RAW 264.7 Zellen verwendet.  Die
quantitative Analyse erfolgte mittels Taq-man PCR.
Intestinale Ischämie ohne nachfolgende Reperfusion führte weder in der Leber
noch im Darm zu einer Veränderung der NOS-2 mRNA-Expression.  Nach
intestinaler Ischämie und nachfolgender Reperfusion kam es sowohl im Dünndarm
als auch in der Leber innerhalb einer Stunde nach Reperfusion zu einer Zunahme
der NOS-2 mRNA-Expression, die innerhalb von 24 Stunden fast wieder auf das
Ausgangsniveau absank (Abb. 14).  Diese Unterschiede in der NOS-2 Expression
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war in allen untersuchten Tieren nachweisbar.  Die Quantifizierung dieser in der
RT-PCR sichtbaren unterschiedlichen NOS-2 Expression erfolgte mittels Taq-man
PCR.  Dabei konnten die in der RT-PCR beobachteten Veränderungen bestätigt
werden (Abb. 14)
Die Modulation des I/RS durch Gabe von IL-2 führte in beiden Organen zu einer
signifikanten Steigerung der NOS-2 mRNA-Expression, die bis zu 24 Stunden
nach Reperfusion anhielt.  Im Gegensatz dazu kam es nach Gabe von IL-10 in
beiden Organen lediglich eine Stunde nach Reperfusion zu einer Steigerung der
NOS-2 mRNA-Expression.  24 Stunden nach IL-10-Gabe zeigte sich die
Expression der NOS-2 mRNA in Dünndarm und Leber wieder deutlich vermindert
und war nicht mehr von der NOS-2 mRNA-Expression in Dünndarm und Leber
nach alleiniger intestinaler I/R zu unterscheiden.
Dieser Verlauf der NOS-2 mRNA-Expression in beiden Organen nach I/R
spiegelte sich auch in einer entsprechenden Steigerung der NOS-2
Proteinexpression wieder (Daten nicht dargestellt)..
Der alleinige Nachweis von NOS-2 mRNA oder NOS-2 Protein erlaubt jedoch
keine Schlußfolgerungen bezüglich der biologisch entscheidenden Aktivität des
Enzyms. Daher wurde in den nächsten Experimenten die Konzentration der
stabilen NO-Derivate Nitrit und Nitrat NO2-/NO3- im Serum bestimmt, durch die auf
eine Veränderung der NOS-Enzymaktivität rückgeschlossen werden kann (Tabelle
13) (139).
Die Serumkonzentration von Nitrit und Nitrat lag bei unbehandelten Kontrolltieren
regelmäßig unter 20 µmol/l (Tabelle 13).
Intestinale I/R bewirkte 4 Stunden nach Reperfusion eine deutliche Steigerung der
Serumkonzentration der NO-Derivate (Tabelle 13).  Die Vorbehandlung der Tiere
mit IL-2 vor Reperfusion führte zu einer weiteren signifikanten Steigerung der
Nitrit/Nitrat-Serumkonzentration.
Diese Ergebnisse deuten auf eine gesteigerte Freisetzung reaktiver
Stickstoffradikale nach I/R, möglicherweise als Folge einer gesteigert NOS-2
Aktivität hin.  Diese gesteigerte NOS-2 Aktivität könnte Ursache der positiven
Wirkung der IL-2-Vorbehandlung auf den I/R Schaden sein.
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Tabelle 13:  Serumkonzentration der NO-Derivate NO2-/NO3- nach intestinaler I/R
Ischämie / Reperfusion
NO2-/NO3- (µmol/l) I/R I/R + IL-2 I/R + IL-10
Kontrolle 13,8 ± 2,1 13,8 ± 2,1 13,8 ± 2,1
Ischämie 21,2 ± 4,3 21,2 ± 4,3 21,2 ± 4,3
I/R 1 h 21,0 ± 8,5 28,4 ± 10,8 27,5 ± 8,5
I/R 4 h 46,4 ± 8,5 57,8 ± 5,4* 33,1 ± 5,4*
I/R 24 h 22,4 ± 7,4 26,0 ± 18,1 27,4 ± 12,3
Die Blutproben wurden nach 60 min. intestinaler Ischämie oder nach Ischämie und
nachfolgender Reperfusionphase durch aortale Punktion gewonnen.  Kontrolltiere wurden nur
laparotomiert. Angegeben sind Mittelwert ± SEM von jeweils 5 Ratten je Gruppe.  *p<0,05
versus I/R
Im Gegensatz dazu bewirkte die Vorbehandlung mit IL-10 keine Steigerung der
Nitrit/Nitratkonzentration im Serum.  Im Vergleich zu Tieren mit alleiniger I/R kam
es nach IL-10-Gabe sogar zu einer Senkung der NO2-/NO3- Serumkonzentration.
Der fehlende Anstieg der NO-Derivate im Serum nach Modulation des I/R mit IL-
10 deutet wiederum auf eine verminderte NOS-2 Aktivität als Ursache der
negativen Wirkung von IL-2 auf den I/RS hin.
In allen Gruppen zeigte sich innerhalb von 24 Stunden nach Reperfusion eine
Normalisierung der Nitrit/Nitratkonzentration im Serum. Zu diesem Zeitpunkt
entsprachen die Nitrit/Nitratkonzentration im Serum aller Tiere wieder denen der
Kontrolltiere.
Ein weiterer möglicher endogener Schutzmechanismus, der auch durch NO
induziert werden kann, ist die Hämoxygenase-1 (HO-1 oder auch HSP32)
(85,113), ein Enzym, dem eine ausgeprägte anti-oxidative und damit
zytoprotektive Wirkung zugeschrieben wird (85,107-109).
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Abbildung 15:  HO-1 mRNA-Expression in Darm und Leber nach intestinaler I/R
Gewebeproben wurden aus Dünndarm und Leber von jeweils 2 Tieren 1 und 24 Stunden nach
intestinaler I/R oder von Kontrolltieren gewonnen.  Nach Isolation der Gesamt-RNA erfolgte die
PCR-Analyse wie in Material und Methoden beschrieben.  Als Negativ- und Positiv-Kontrollen
wurde RNA von unbehandelten oder mit LPS stimulierten RAW 264.7 Zellen verwendet.  Die
quantitative Analyse erfolgte mittels Taq-man PCR.
In den folgenden Experimenten wurde daher die Expression der HO-1 in Darm
und Leber nach intestinaler I/R und nach Modulation des I/RS analysiert (Abb. 15).
Dabei zeigte sich, daß die alleinige Ischämie ohne Reperfusion zwar im Darm,
nicht aber in der Leber zu einer diskreten Steigerung der HO-1 mRNA-Expression
führte. Die nachfolgenden Reperfusion bewirkte hingegen in beiden Organen eine
deutliche Steigerung der HO-1 mRNA Expression, die bis 24 Stunden nach
Reperfusion anhielt (Abb. 15).
Da die Veränderungen der HO-1 Expression in der RT-PCR nur gering ausgeprägt
waren, wurde zur genaueren Quantifizierung wiederum eine real-time PCR
durchgeführt.  Mit dieser Methode konnten die in der RT-PCR beobachteten
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Veränderungen der HO-1 Expression bestätigt werden.
Nach Modulation des I/RS mit IL-2 und IL-10 zeigten sich erhebliche Unterschiede
zwischen Darm und Leber. Während in der Leber weder Il-2 noch Il-10 zu einer
signifikanten Veränderung der HO-1 Expression führte, war im Darm nach IL-2
Gabe eine Zunahme der HO-1 mRNA-Expression in der ersten Stunde nach
Reperfusion zu beobachten.  Dagegen führte IL-10 im Darm im Vergleich zu
unbehandelten Tieren zu einer geringer und kürzer ausgeprägten Steigerung der
HO-1 mRNA-Expression.
77
5 DISKUSSION
Die Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes hat mehrere sich widersprechende
Funktionen zu erfüllen: Einerseits muß sie eine Barriere gegenüber potentiell
pathogenen Mikroorganismen bilden, andererseits die Resorption von
Nahrungsbestandteilen ermöglichen und gleichzeitig die Immunantwort gegenüber
den Fremdantigenen aus der Nahrung unterdrücken (orale Toleranz) (10,29,62-
64).
Störungen dieses fragilen Gleichgewichts kennzeichnen eine Vielzahl von
Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, unabhängig von der Genese der
Erkrankung.  Dabei finden sich Infektionen aufgrund verminderter Barrierefunktion
oder Malabsorption und Diarrhoe als Zeichen gestörter Resorptionsvorgänge.
Eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des komplexen Systems von
intestinaler Barriere und oraler Toleranz spielen die intraepithelialen Lympozyten
(IEL).  Sie bekämpfen vermutlich als „first line of defense“ Infektionen,
unterdrücken aber auch als Suppressorzellen eine überschießende Immunantwort
gegenüber Antigenen aus der Nahrung (2,8,13,27,29,34,37,41).  Wenig war
bislang jedoch über die Funktion dieser Zellen bei verschiedenen Erkrankungen
des Gastrointestinaltraktes bekannt.
In der vorliegenden Arbeit wurden daher Phänotyp und Funktion der IEL nach
Transplantation, bei Infektionen und bei chronisch entzündlichen
Darmerkrankungen charakterisiert.  Dazu wurden die akute Abstoßung nach
Dünndarmtransplantation bei Ratten und die akute Graft versus Host Reaktion in
der Maus als spiegelbildliche Modelle allogener, bzw. semi-allogener
Transplantation gewählt.  Als Modell einer Infektion mit gram-negativen Erregern
diente die LPS-induzierte Sepsis in Mäusen.  Die Veränderungen der IEL bei
chronisch entzündlichen Darmerkrankungen wurden hingegen nicht im Tiermodell
untersucht, sondern im Gewebe von Patienten mit Morbus Crohn analysiert.
5.1 DÜNNDARMTRANSPLANTATION UND GRAFT VERSUS HOST REAKTION
Nach der Transplantation von allogenen Organen kommt es regelhaft zur
Infiltration des transplantierten Organs mit Lymphozyten der Empfängers (140).
78
Gleichzeitig wandern Spenderlymphozyten aus dem Transplantat in den
Empfänger.  Während nach Dünndarmtransplantation der Nachweis von
Spenderlymphozyten im Empfänger als Zeichen der Organakzeptanz gewertet
wird (141), ist die Bedeutung der Infiltration des Transplantats mit
Empfängerzellen umstritten.  Einerseits gilt der Nachweis von infiltrierenden
Empfängerzellen im transplantierten Organ als pathognomonisch für eine akute
Abstoßung (45).  Andererseits kommt es nach Dünndarmtransplantation auch
ohne Abstoßung bereits im Rahmen der physiologischen Lymphozytenzirkulation
zur Migration von Empfängerlymphozyten in die Lamina propria und Submukosa
des Transplantats (46,142).  Diese physiologische Migration schränkt die
diagnostische Wertigkeit des Nachweises von Empfängerlymphozyten im
Transplantat bezüglich akuter Abstoßung erheblich ein.  Inwieweit diese Migration
auch das intraepitheliale Kompartiment einschließt, oder ob die mukosale
Infiltration als Zeichen der Abstoßung gewertet werden muß, war bislang unklar.
In der vorliegenden Arbeit konnten nach allogener Dünndarmtransplantation reife
Lymphozyten des Empfängers in der Darmschleimhaut das Transplantats
nachgewiesen werden.  Diese infiltrierenden Empfängerzellen waren sowohl bei
akuter Abstoßung nachweisbar, als auch bei Tieren, bei denen die Abstoßung
durch Immunsuppression mit Tacrolimus verhindert worden war.  Bei Tieren mit
akuter Abstoßung war der Anteil der Empfängerlymphozyten im Epithel allerdings
signifikant größer als bei immunsupprimierten Tieren.  Dies zeigt, daß die
Migration von Empfängerlymphozyten in die Darmschleimhaut nach
Dünndarmtransplantation regelhaft auch ohne akute Abstoßungsreaktion auftritt.
Der alleinige Nachweis von Empfängerzellen in der Darmschleimhaut scheint
daher zur Diagnostik einer akuten Abstoßung nicht geeignet.
Diese Beobachtungen stehen im Widerspruch zu den Berichten von Grover et al.
(42,143) und Oberhuber et al. (44), die eine Infiltration der Darmschleimhaut mit
Lymphozyten des Empfängers nur während akuter Abstoßung nach
Dünndarmtransplantation nachweisen konnten und diese Infiltration daher als
beweisend für eine akute Abstoßung ansahen.
Eine Erklärung für die einander widersprechenden Ergebnisse liegt
möglicherweise in den unterschiedlichen Modellen, die verwendet wurden.  In der
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vorliegenden Arbeit wurde eine orthotope Dünndarmtransplantation in der
vollallogenen Stammkombination ACI auf Lewis durchgeführt und die akute
Abstoßung wurde durch hohe Dosen von Tacrolimus verhindert.  Oberhuber und
seine Mitarbeiter (44) verwendeten hingegen ein Modell der akzessorischen
Dünndarmtransplantation in einer anderen Stammkombination (Lewis auf Braun-
Norway).  Ein weiterer Unterschied bestand hinsichtlich der Immunssuppression.
Oberhuber verabreichte Cyclosporin A, ein weniger potentes Immunsuppressivum
als das von uns verwendete Tacrolimus (115,116,144).  Grover und seine
Mitarbeiter (42,143) unternahmen ihre Untersuchungen wiederum in einem Modell
der heterotopen Dünndarmtransplantation in einer semi-allogenen
Stammkombination („parent into F1“) und verzichteten auf eine immunsuppressive
Therapie, da in dieser Stammkombination keine akute Abstoßung auftritt.
Allerdings entwickeln die Tiere in diesem Modell eine Graft-versus-Host-Reaktion,
deren mögliche Wirkung auf die Infiltration der Mukosa mit Empfängerzellen
unberücksichtigt blieb.
Die infiltrierenden Zellen in der Darmschleimhaut nach den in der vorliegenden
Arbeit durchgeführten allogenen Dünndarmtransplantation wiesen einen Phänotyp
auf, der identisch war mit dem von IEL von unbehandelten Kontrolltieren.  Die
typische Verteilung der Subtypen mit einem Übergewicht von CD4-CD8+, einem
erheblichen Anteil von αβTCR- Zellen und dem Fehlen von B-Zellen war sowohl in
Tieren mit akuter Abstoßung, als auch in den immunsupprimierten Tieren
nachweisbar.  Es ist daher anzunehmen, daß die infiltrierenden Lymphozyten in
der Darmschleimhaut aus dem peripheren Immunsystem des Empfängers
stammen, dessen Lymphozyten sich phänotypisch erheblich von IEL
unterscheiden: Sie enthalten sowohl B- als auch T-Zellen mit einem
überwiegendem CD4+CD8- Phänotyp (3).
Die Ursache dieser Selektion infiltrierender Zellen, die einen „IEL-Phänotyp“
aufwiesen, bleibt unklar.  Es ist anzunehmen, daß die Expression von
Adhäsionsmolekülen auf den infiltrierenden Zellen im Rahmen dieses
Selektionsprozeß von Bedeutung ist.  Unterstützung für diese Hypothese kommt
von den Beobachtungen von Chao et al. (145) und Eiras et al. (146), die
erhebliche Unterschiede zwischen IEL und peripheren Lymphozyten hinsichtlich
der Expression von Adhäsionsmolekülen beschrieben.  Ungeklärt bleibt allerdings,
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ob in Abhängigkeit von der Expression der Adhäsionsmoleküle nur bestimmte
Lymphozyten in die Darmmukosa migrieren konnten, oder ob das intestinale
Milieu das Expressionmuster der Adhäsionsmoleküle auf den infiltrierenden Zellen
derart veränderte, daß nur die beschriebenen Subpopulationen in der
Darmmukosa verblieben (147).  Ohne Einfluß blieben in jedem Fall sowohl die
lymphozytäre Aktivierung im Rahmen der akuten Abstoßung als auch die
Immunsuppression mit Tacrolimus nach Dünndarmtransplantation.  In beiden
Fällen war der Phänotyp der infiltrierenden Zellen in der Transplantatmukosa
identisch, unterschiedlich war lediglich das Ausmaß der lymphozytären Infiltration.
Eine entsprechende Infiltration der Dünndarmmukosa durch Lymphozyten mit
einem „IEL-Phänotyp“ war auch nach Graft-versus-Host-Reaktion, dem
immunologischen Spiegelbild der akuten Abstoßung, zu beobachten.  Die
Infiltration der Darmschleimhaut bei GvHR durch überwiegend CD8+ Zellen ist
bereits mehrfach beschrieben worden (53-56,58).  In dem verwendeten Maus-
Modell der akuten Graft versus Host Reaktion zeigte sich jedoch nicht nur ein
Übergewicht der CD8+ Zellen, sondern eine Übereinstimmung der infiltrierenden
Zellen und IEL hinsichtlich der Expression von CD4, CD8, αβTCR und γδTCR,
sowie in der Expression der verschiedenen Vβ Subtypen.  Interessant ist in dem
Zusammenhang wiederum der Unterschied zwischen der ursprünglich injizierten
Zellpopulation und den Lymphozyten, die die Darmschleimhaut infiltrierten.
Während die injizierten Zellen sowohl B- als auch T-Zellen und Makrophagen
enthielten (14,117), bestanden die Lymphozyten in der Darmschleimhaut fast
ausschließlich aus T-Zellen mit der für IEL typischen Verteilung der
Subpopulationen.  Unsere Beobachtung, daß die infiltrierenden Zellen in der Milz
derselben Tiere sowohl T- als auch B-Zellen enthielten, und sich kaum von der
injizierten Zellpopulation unterschieden (14), weist nochmals auf die selektive
Infiltration der Darmschleimhaut mit reifen Lymphoyzten eines „IEL-typischen“
Phänotyps hin.
Die Mechanismen, die dieser selektiven Infiltration nach Dünndarmtransplantation
oder GvHR zugrunde liegen, sind noch wenig verstanden.  Ein möglicher
Mechanismus besteht in der beschränkten Zugänglichkeit des Epithels für
bestimmte Lymphozytensubpopulationen.  So postulierte Poussier (6), daß das
intraepitheliale Kompartiment für reife Lymphozyten kaum zugänglich sei und
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lediglich unreife Vorläuferzellen der IEL in die Darmschleimhaut migrieren
könnten.  Gleichzeitig konnten Sydora et al. (148) jedoch zeigen, daß reife IEL
nach Transplantation in SCID Mäuse wieder vornehmlich in der Darmschleimhaut
nachweisbar waren, also als reife Zellen in das intraepitheliale Kompartiment
gewandert waren.  Camerini et al. (149) konnten schließlich durch Transplantation
von reifen thymusabhängig entwickelten T-Zellen eine Rekonstitution der
intestinalen Lymphozyten in SCID Mäusen erreichen.  Diese Beobachtungen
machen es wahrscheinlich, daß reife Lymphozyten im Rahmen der
physiologischen Lymphozytenmigration in die Darmmukosa einwandern (20).
Dies bedeutet auch, daß die Infiltration der Darmschleimhaut nach
Dünndarmtransplantation nicht per se als pathologisch anzusehen ist.  Auch der
beobachtete Unterschied im Ausmaß der Infiltration zwischen Tieren mit akuter
Abstoßung und immunsupprimierten Tieren läßt keine sicheren Schlüsse zu, da
bislang wenig über das Ausmaß und die Geschwindigkeit der
Lymphozytenmigration bei gesunden Tieren bekannt ist.  So bleibt offen, ob die
von uns beobachteten Unterschiede hinsichtlich der lymphozytären Infiltration
nach Dünndarmtransplantation auf einer Hemmung der Infiltration durch die
immunsuppressive Therapie mit Tacrolimus oder einer Beschleunigung durch die
akute Abstoßung beruhen.
Bei akuter GvHR bestanden die infiltrierenden Lymphozyten in der
Darmschleimhaut in den ersten Wochen nach Induktion der GvHR zunächst aus
überwiegend αβTCR+CD8αβ+ Zellen.  Erst nach mehreren Monaten wiesen die
infiltrierenden Zellen in der Darmschleimhaut einen für IEL typischen Anteil von
über 30% γδTCR+ Lymphozyten auf.  In diesem Zeitraum veränderte sich auch
das Verhältnis der CD8αα+ und CD8αβ+ Lymphozyten.  Waren es anfänglich fast
ausschließlich CD8αβ+ T-Zellen, die die Dünndarmschleimhaut infiltrierten, so
wiesen zwei Monate nach GvHR Induktion mehr als 30% der CD8+ T-Zellen den
für IEL typischen CD8αα Rezeptor auf.
Wie läßt sich diese kontinuierliche Zunahme an phänotypischer Übereinstimmung
zwischen infiltrierenden und intraepithelialen Lymphozyten erklären?  Der
anfänglich geringe Anteil von γδTCR+ Zellen beruhte vermutlich auf der geringen
Zahl dieser Zellen im Inokulum (14).  Die Expansion dieser Zellen könnte zur
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langsamen Zunahme der γδTCR+ Zellen im Verlauf der Erkrankung geführt haben
(50).  Denkbar ist aber auch die Migration unreifer Zellen aus dem Inokulum in die
Darmschleimhaut und ihre thymusunabhängig Reifung im Epithel der
Darmschleimhaut (150).  Eine weitere Erklärung, insbesondere auch für die
Expression des für periphere Lymphozyten ungewöhnlichen homodimeren CD8αα
Rezeptor (17,18) auf den infiltrierenden Lymphozyten, beruht auf der Vorstellung,
daß reife T-Zellen nach Transplantation und Migration in das Dünndarmepithel
diesen für IEL typischen Rezeptor exprimieren (147).  So konnten Morrissey et al.
(147) zeigen, daß reife CD4+ Lymphozyten nach Transplantation in SCID Mäuse
in den Dünndarm migrieren und erst dort den homodimeren CD8αα Rezeptor
exprimieren.
Zusammengefaßt stellten wir fest: Es kommt nach Dünndarmtransplantation zu
einer Infiltration der Darmschleimhaut mit Empfängerzellen und nach GvHR zu
einer Infiltration der Darmschleimhaut mit Spenderzellen.  Dabei weisen die
infiltrierenden Zellen unabhängig von Immunsuppression, akuter Abstoßung oder
Schweregrad der GvHR (Daten nicht gezeigt) einen Phänotyp auf, der indentisch
ist mit dem nativer IEL.  Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einer
zunehmenden phänotypischen Übereinstimmung von infiltrierenden Lymphozyten
und IEL, so daß mehrere Monate nach Erkrankungsbeginn auch Subpopulationen
der infiltrierenden Zellen nachgewiesen werden können, die typisch für IEL sind,
aber weder im peripheren Immunsystem des Empfängers noch im Inokulum
vorkommen.  Es kommt also nach Dünndarmtransplantation oder GvHR zu einer
selektiven Migration von „IEL-ähnlichen“ Lymphozyten in die Darmschleimhaut.
Sowohl bei akuter Abstoßung nach Dünndarmtransplantation als auch bei akuter
intestinaler GvHR tritt eine zunehmende Gewebezerstörung im
Gastrointestinaltrakt auf, für die infiltrierende spezifische zytotoxische T-Zellen
verantwortlich gemacht werden (47,53,54).  In Übereinstimmung mit dieser
Hypothese konnte bei akuter Abstoßung nach allogener Dünndarmtransplantation
eine gesteigerte spezifische zytolytische Aktivität isolierter IEL gegenüber
Spenderantigenen nachgewiesen werden.
Die Unterdrückung der Abstoßungsreaktion durch immunsuppressive Therapie mit
Tacrolimus führte zu einer Minderung der spezifischen anti-Spender-Aktivität der
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isolierten IEL.  Die Minderung der spezifischen zytolytischen Aktivität war von
einer Minderung des Gewebeschadens begleitet.  Dies unterstützt die Vorstellung,
daß spezifische anti-Spender T-Zellen an der Gewebezerstörung bei akuter
Abstoßung beteiligt sind (47).
Eine Erklärung für diese Herabsetzung der anti-Spender-Aktivität unter der
Behandlung mit Tacrolimus beruht auf der hemmenden Wirkung von Tacrolimus
auf die Entwicklung von spezifischen anti-Spender CTL nach Transplantation
(151,152).  Die Behandlung mit Tacrolimus führte aber gleichzeitig auch zu einem
verminderten Anteil von Empfängerzellen in der Darmschleimhaut.  Dies
resultierte wiederum in einer geringeren Anzahl von spender-spezifischen T-Zellen
in der Transplantatmukosa.  Diese Reduktion hat möglicherweise auch zur
Reduktion der spezifischen anti-Spender-Aktivität in den mit Tacrolimus
behandelten Tieren beigetragen.
Neben der spezifischen anti-Spender-Aktivität der isolierten IEL war bei den
Tieren nach Dünndarmtransplantation ebenfalls eine anti-Empfänger-Aktivität der
IEL nachweisbar.  Dies war überraschend, da in der hier verwendeten
Stammkombination der klinische Verlauf üblicherweise von der akuten Abstoßung
dominiert wird. (133,142).  Unsere Beobachtungen weisen aber auf eine
zusätzliche Graft-versus-Host-Reaktion in den transplantierten Tieren hin.  Diese,
wenngleich schwach ausgeprägte, GvHR blieb hinter der deutlich ausgeprägteren
Abstoßungsreaktion verborgen, hat aber möglicherweise auch zur
Gewebezerstörung beigetragen.
Ebenso wie die anti-Spender-Aktivität der akuten Abstoßung konnte die anti-
Empfänger-Aktivität durch Gabe von Tacrolimus vermindert werden.  Allerdings
ließ sich hier der immunsuppressive Effekt nicht auf eine Verminderung der
spezifischen anti-Empfänger T-Zellen in der Transplantatmukosa zurückführen
(Daten nicht dargestellt).
Eine spezifische zytolytische Aktivität der isolierten IEL konnte auch bei akuter
GvHR im Mausmodell nachgewiesen werden.  Diese spezifische anti-Empfänger-
Aktivität war nur in der zweiten und dritten Woche nach GvHR Induktion
nachweisbar.  Da der Prozeß der Gewebezerstörung bei akuter GvHR allerdings
nicht auf diesen Zeitraum beschränkt ist (54-56,58), müssen noch weitere
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Faktoren zum Gewebeschaden beigetragen haben.  Einer dieser Faktoren könnte
die unspezifische zytolytische Aktivität der IEL sein, die nach GvHR-Induktion
deutlich gesteigert war.  Interessanterweise war diese unspezifische zytolytische
Aktivität bereits in der ersten Woche nach GvHR-Induktion gesteigert, zu einem
Zeitpunkt, als die infiltrierenden Spenderzellen weniger als 2% der gesamten IEL
ausmachten.  Dies deutet darauf hin, daß die Steigerung der unspezifischen
zytolytischen Aktivität nicht allein durch die infiltrierenden Spenderzellen vermittelt
wurde.  Vielmehr lässt sich vermuten, daß es auch zu einer Aktivierung der
Empfängerzellen in der Darmschleimhaut während akuter GvHR kommt.  Diese
Aktivierung beruht möglicherweise auf einer verstärkten MHC II - Expression der
Epithelzellen der Darmschleimhaut (153) oder auch auf einer verstärkten
Zytokinproduktion der infiltrierenden Spenderzellen (154).  Die Auswirkungen
dieser gesteigerten unspezifischen Aktivität bleiben allerdings unklar.  So bleibt zu
beweisen, ob die zytolytische Aktivität tatsächlich zu einer Zunahme des
Gewebeschadens bei GvHR geführt hat, oder ob die Aktivitätssteigerung nicht
vielmehr Ausdruck der Überwachungsfunktion der IEL (10,27,155) und damit
notwendiger Bestandteil bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Barrierefunktion
war.
Die vorgestellten Daten zeigen, daß es während akuter Abstoßung und akuter
GvHR zur Induktion einer spezifischen zytolytischen Aktivität isolierter IEL kommt,
die gegen Spenderantigene (akute Abstoßung), bzw. Empfängerantigene (GvHR)
gerichtet ist. Während nach Dünndarmtransplantation keine Veränderung der
unspezifischen Aktivität isolierter IEL zu beobachten war, kommt es bei akuter
GvHR zu einer andauernden Steigerung der unspezifischen CD3-vermittelten
zytolytischen Aktivität der IEL.  Die Bedeutung dieser gesteigerten zytolytischen
Aktivität bleibt indessen unklar.  Sowohl ein negativer Effekt mit Steigerung des
Gewebeschadens, als auch ein positiver Effekt im Hinblick auf die mukosale
Barrierefunktion sind denkbar.
5.2 LPS-INDUZIERTE SEPSIS
Die Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes ist die größte potentielle Eintrittspforte
des Organismus für pathogene Mikroorganismen (62).  Besonders der Eintritt
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gram-negativer Keime ist bedeutsam für die Pathogenese generalisierter
Krankheitszustände (59).  Als Modell einer derartigen gram-negativen Infektion
diente die intravenöse Gabe von LPS, das in der verwendeten Dosis bei Mäusen
zu einem nicht-letalen septischen Krankheitsbild führt (119).
Funktionsveränderung der IEL, denen als „first line of defense“ eine
entscheidende Rolle bei der Infektionsabwehr im Gastrointestinaltrakt
zugeschrieben wird (10,26,32,62,63,155), sollten in diesem Modell charakterisiert
werden.
In Übereinstimmung mit der Hypothese einer Abwehrfunktion der IEL gegenüber
Infektionen im Gastrointestinaltrakt konnte in der vorliegenden Arbeit eine
Aktivitätszunahme der IEL im Rahmen der LPS-induzierten Sepsis beobachtet
werden.  Dabei kam es sowohl zu einer Steigerung der zytolytischen als auch der
proliferativen Aktivität der IEL (Daten nicht dargestellt) und zu einer Zunahme der
Zytokinproduktion der isolierten Lymphozyten.
Die Steigerung der unspezifischen zytolytischen Aktivität der IEL war 12-24
Stunden nach Endotoxinämie zu beobachten, während 6 und 48 Stunden nach
Endotoxinämie keine signifikanten Veränderungen gegenüber Kontrolltieren
nachweisbar waren.  Es bleibt spekulativ, gegen welches Ziel sich die
unspezifische zytolytische Aktivität der IEL richtete, da IEL aber auf Streßproteine
sowie auf bakterielle und virale Antigene reagieren können (26,34-39), liegt die
Vermutung nahe, daß IEL bei Septikämie zur Beseitigung alterierter oder infizierter
Epithelzellen beitragen.
Da zu keinem der untersuchten Zeitpunkte nach Endotoxinämie eine Veränderung
des Phänotyps der IEL zu beobachten war, führen wir die gesteigerte zytolytische
Aktivität der IEL auf eine funktionelle Aktivierung und nicht auf die Expansion einer
Subpopulation zurück.
Die von uns beobachtete Konstanz des Phänotyps der IEL bei Sepsis stimmt mit
den Beobachtungen von Yanamoto et al. (26) überein.  Yanamoto und seine
Mitarbeiter untersuchten den Phänotyp von murinen IEL nach einer Infektion mit
Listeria monocytogenes und konnten dabei keine Veränderungen im relativen
Verhältnis der CD4+, CD8+, αβTCR+ or γδTCR+ IEL feststellen.  Demgegenüber
beschreiben Österberg et al. (68) eine Reduktion von CD8+ T-Zellen in der
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Darmschleimhaut septischer Ratten.  Speziesunterschiede (Ratte/Maus) sowie die
unterschiedlichen Sepsismodelle sind als Erklärung für die beobachteten
Unterschiede denkbar.  Die von Österberg et al. verwendete Ligatur des Zökums
mit anschließender Colonperforation führt zu einer ausgedehnten letztlich letalen
Peritonitis aufgrund einer schweren Mischinfektion durch die intestinale Flora (68).
Demgegenüber führt die von uns verwendete Injektion von LPS zu einem nicht-
letalem septischen Krankheitsbild ohne Peritonitis (119).  Die Arbeitsgruppe von
Yanamoto arbeitete wiederum in einem Modell einer Monoinfektion mit einem
gram-positiven Erreger (26).
Eine andere Erklärung für phänotypische Veränderung der IEL, wie sie bei Sepsis
und anderen Erkrankungen wie z.B. chronisch entzündlichen Darmerkrankungen
(16,79) oder Ischämie-Reperfusionsschaden (156) beobachtet wurden, basiert auf
der Beobachtung, daß die phänotypischen Veränderungen gewöhnlich nur
auftreten, wenn es gleichzeitig zur Störung der intestinalen Integrität, d.h. zu
strukturellen Schäden in der Darmmukosa kommt. Diese Hypothese einer
Kombination von morphologischen Veränderungen der Darmschleimhaut mit
phänotypischen Veränderungen der IEL würde auch die fehlenden
phänotypischen Veränderungen in dem hier verwendeten Sepsismodell erklären,
da es hier nicht zu strukturellen Schäden der Darmmukosa kommt (Daten nicht
dargestellt).
Interessanterweise bewirkte die Gabe von LPS erst innerhalb von 12 Stunden eine
Steigerung der Proliferation und Zytotoxizität der IEL.  Viel früher war hingegen
eine gesteigerte Zytokinproduktion nachweisbar.  Bereits drei Stunden nach LPS-
Gabe konnte eine signifikant gesteigerte IFN-γ Produktion der isolierten IEL
beobachtet werden.  Da IFN-γ insbesondere zur Aktivierung von Makrophagen,
NK-Zellen und T-Zellen führen kann (157), ist die Zunahme der proliferativen und
zytolytischen Aktivität der IEL möglicherweise auch durch die IFN-γ Freisetzung in
der Frühphase nach Endotoxinämie unterstützt worden.  Ein weiterer Effekt der
IFN-γ Produktion mag in der Stabilisierung der Epithelzellfunktion liegen, was
wiederum zum Erhalt der mukosalen Integrität und damit zur Verringerung der
bakteriellen Translokation geführt haben kann (24,158,159).  Derartige positive
Effekte von IFN-γ sind bei verschiedenen Infektionen nachgewiesen worden, in
deren Verlauf IFN-γ eine zentrale Rolle bei der Entwicklung einer protektiven
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Immunität zu spielen scheint (160,161).
Ein weiterer Hinweis auf die positive Wirkung von IFN-γ in der Sepsis stammt von
Döcke et al. (162). Sie konnten bei septischen Patienten durch Gabe von IFN-γ
eine Wiederherstellung der supprimierten Monozytenfunktion erreichen, was bei
acht der neun Patienten zur Überwindung der Sepsis entscheidend beitrug.
Aber es wurden auch negative Effekte von IFN-γ beschrieben.  Madara et al. (163)
berichten über eine eingeschränkte Barrierefunktion von Epithelzellen in vitro nach
Zugabe von IFN-γ.  Ein weiterer Hinweis auf eine mögliche deletäre Wirkung von
IFN-γ ergab sich aus der Beobachtung, daß Mäuse ohne IFN-γ Rezeptor sich als
resistent gegenüber Endotoxinschock erwiesen (164).  Diese zweischneidige
Wirkungsweise von IFN-γ erschwert die Beurteilung der Rolle dieses Zytokins in
der Sepsis.
Denkbar ist folgendes vereinfachtes Szenario gastrointestinaler Infektionen:  Die
Translokation von Bakterien führt zur Endotoxinämie und induziert einen frühen
Anstieg der IFN-γ Produktion durch IEL. Die IFN-γ Freisetzung führt wiederum
über eine autokrine Aktivierung zur Steigerung der zytolytischen und proliferativen
Aktivität der IEL.  Als Resultat dieser Aktivierung kommt es zur Beseitigung
infizierter oder anderweitig alterierter Epithelzellen, die durch ihre gesteigerte MHC
II - Expression oder die Expression von Streßproteinen von den IEL erkannt
werden können (38,39).  Die Wiederherstellung der mukosalen Integrität und
Barrierefunktion wird weiterhin durch eine IFN-γ vermittelte Steigerung der
Epithelzellmigration entlang der Villi unterstützt (159).  Schließlich führt die
Freisetzung von IFN-γ durch IEL zu einer gesteigerten Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) durch Induktion der NOS-2 in den Epithelzellen (28,100),
wie es auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden konnte.
Obgleich der gesteigerten NO-Produktion im Rahmen der Sepsis auch negative
Effekte wie z.B. therapierefraktäre Hypotension zugeschrieben werden (102), so
weisen die positiven Effekte dieses Moleküls auf die Mikrozirkulation, seine
hemmende Wirkung auf die Neutrophileninfiltration und schließlich die anti-
mikrobiellen Effekte doch auf eine protektive Rolle von NO bei Sepsis hin
(165,166).
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So konnten Gianotti und Mitarbeiter (166) durch von L-Arginin, dem Substrat der
NO-Synthase, das Überleben von Mäusen bei Peritonitis deutlich steigern.  Durch
gleichzeitige Gabe eines NOS-Inhibitors konnte der positive Effekt von L-Arginine
aufgehoben werden, was auf die Produktion von NO als entscheidenden
Mechanismus der L-Arginin-Gabe hinwies.
Die Vorstellung einer positiven Wirkung von NO wird weiterhin unterstützt durch
die Beobachtung, daß die Hemmung der NO-Synthase zu einer Zunahme der
Organschädigung bei LPS-induzierter Sepsis führt. (97,100,101, 137).
Zusammengefaßt kommt es nach Endotoxinämie zu einer sequentiellen
Aktivierung verschiedener Abwehrmechanismen in der Darmschleimhaut.  LPS
führte zur funktionellen Aktivierung der IEL mit einer frühzeitig gesteigerten IFN-γ
Produktion, sowie einer nachfolgenden Steigerung der zytolytischen und
proliferativen Aktivität. Die gesteigerte NOS-2 Expression beruhte vermutlich u.a.
auf der gesteigerten Zytokinproduktion der IEL. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
daß IEL während Septikämie nicht nur als zytolytische Effektorzellen zur
Barrierefunktion beitragen, sondern auch regulierende Effekte auf weitere
Abwehrmechanismen wie z.B. der Expression der NOS-2 entfalten.
5.3 MORBUS CROHN
Es existiert eine kaum überschaubare Anzahl von Publikationen über die
immunologische Pathogenese des Morbus Crohn.  Aber trotz der sich zum Teil
widersprechenden Datenflut scheint die Dysregulation des Immunsystems
zunehmend als entscheidener pathogenetische Faktor dieser entzündlichen
Darmerkrankung angesehen zu werden (72-74).  Im Rahmen dieser Dysregulation
scheint die überschießende und unverhältnismäßige Aktivierung intestinaler
Lymphozyten eine wichtige Rolle zu spielen, wenngleich die auslösenden
Momente für diese Aktivierung weiterhin ungeklärt sind (69,70,73,79,80).
Ein Aktivierung intestinaler Lymphozyten konnte in der vorliegenden Arbeit bei
Patienten mit Morbus Crohn ebenfalls nachgewiesen werden.  Dabei zeigten die
isolierten IEL eine gesteigerte zytolytische Aktivität gegenüber Tumorzellen
epithelialen Ursprungs.  Die gesteigerte zytolytische Aktivität war auf intestinale
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Lymphozyten beschränkt und konnte bei peripheren Lymphozyten derselben
Patienten nicht nachgewiesen werden.
Die zytolytische Aktivität von IEL unterscheidet sich erheblich von der peripherer
T-Zellen oder NK-Zellen (40,41,167).  Dementsprechend konnte gezeigt werden,
daß die gesteigerte unspezifische zytolytische Aktivität der IEL bei Patienten mit
Morbus Crohn weder auf NK-Aktivität beruhte, noch MHC restringiert war, da die
verwendeten DLD-1 Tumorzellen praktisch kein MCH Klasse I exprimieren (167).
Die Ursache der lymphozytären Aktivierung bei Morbus Crohn ist bislang noch
wenig verstanden.  Allerdings weisen unsere Ergebnisse auf eine selektive
Aktivierung intestinaler Lymphozyten im Verlauf der Erkrankung hin. Unsere
Beobachtungen stimmen somit mit denen von Mullin et al. (80) überein, die eine
erhöhte Expression von IL-2 mRNA nur im Darm nicht aber im peripheren Blut von
Patienten mit Morbus Crohn nachweisen konnten. Weiter unterstützt wird das
Konzept der intestinalen T-Zell-Aktivierung durch den Nachweis gesteigerter
Proliferation und Zytokinproduktion von IEL-Zelllinien, die aus entzündlichen
Regionen des Gastrointestinatraktes von Patienten mit Morbus Crohn isoliert
wurden (79).
Was aber triggert diese inadäquate Immunantwort? Luminale Antigene, werden
seit langem für die Aktivierung des Immunsystems verantwortlich gemacht.  Zu
dieser Überzeugung kommen auch D´Haens et al. (78), die bei Patienten mit
Morbus Crohn ein Rezidiv in einem bislang nicht betroffenen Darmabschnitt durch
Ingestion von Darminhalt auslösen konnten.  Unklar ist allerdings, welche
Antigene des Darminhalts das Rezidiv auslösen.  Neben Antigenen aus der
Nahrung kommen Bakterien der intestinalen Flora als auslösende Agentien in
Frage.  Eine Kreuzreaktion gegenüber epithelialen Antigenen könnte dann den
Entzündungsprozeß unterhalten.  Ein derartige Kreuzreaktion könnte auch die von
uns beobachtete zytolytische Aktivität der IEL gegenüber epithelialen Tumorzellen
erklären.
Neben einer Kreuzreaktion zwischen bakteriellen und epithelialen Antigenen
kommen noch weitere Mechanismen in Betracht.  IEL wird auch beim Menschen
eine Überwachungsfunktion in der intestinalen Mukosa zugeschrieben (10,41). In
diesem Zusammenhang wird vermutet, daß IEL alterierte, entartete oder infizierte
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Epithelzellen eliminieren.  Erkannt werden diese Zellen z.B. an der Expression von
Stressproteinen oder einer gesteigerten MHC-Expression (38,39). Die Induktion
derartiger Oberflächenantigene im Rahmen der Entzündungsreaktion könnte
einen Teufelskreis von intestinaler Schädigung und streß-induzierter MHC-
Expression nach sich ziehen.
Die Unfähigkeit, die normale Immunantwort zu kontrollieren (73), sowie die
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine kann dann den Entzündungsprozeß
weiter unterhalten (73,79,80,168).
Neben einer T-Zell-Aktivierung mag aber auch die Veränderung der
Subpopulationen zur gesteigerten zytolytischen Aktivität der IEL bei Patienten mit
Morbus Crohn beigetragen haben.  Bei den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Patienten konnte eine Zunahme der CD8+ T-Zellen in der
Darmschleimhaut nachgewiesen werden.  Ähnliche Ergebnisse sind bei der
histologischen Analyse von Proben aus der Darmschleimhaut von Patienten mit
Morbus Crohn beschrieben (169).  Neben einer Zunahme der zytotoxischen CD8+
IEL ist bei Patienten mit Morbus Crohn gleichzeitig auch über eine Zunahme der
mRNA-Expression von Perforin und Granzyme A in isolierten IEL berichtet worden
(170).  Das bedeutet, dass es bei Morbus Crohn nicht allein zu einer Zunahme der
zytotoxischen Zellen kommt, sondern gleichzeitig auch einer Aktivierung bereits
existierender IEL stattfindet, die dann wiederum zur Gewebezerstörung beitragen
können.
Zur Klärung der Frage, ob es bei Patienten mit Morbus Crohn zu einer
generalisierten Aktivierung des Immunsystems kommt, oder ob die Aktivierung auf
die intestinalen Lymphozyten beschränkt ist, wurden parallel zu den IEL auch die
peripheren Lymphozyten der selben Patienten untersucht.  Dabei konnten keine
phänotypischen Unterschiede zwischen peripheren Blutlymphozyten von
Patienten mit Morbus Crohn und Lymphozyten von Kontrollpatienten festgestellt
werden.  Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen Roman et al. (171), die ebenfalls
keinen Unterschied zwischen peripheren Lymphozyten von Patienten mit oder
ohne Morbus Crohn nachweisen konnten.  Im Gegensatz dazu berichten Neil et al.
(172) über einen verminderten Anteil von CD4+ T-Zellen im peripheren Blut von
Patienten mit Morbus Crohn.  Senju und Mitarbeiter (173) konnten hingegen einen
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derartigen Abfall von CD4+ T-Zellen bei Patienten mit Morbus Crohn nicht
nachweisen unabhängig von der Schwere der Erkrankung.
Auch im Verhältnis von αβTCR+ und γδ TCR+ T-Zellen im peripheren Blut war in
der vorliegenden Studie kein Unterschied zwischen Patienten mit Morbus Crohn
oder Kontrollpatienten festgestellt worden.  Dies steht allerdings im Widerspruch
zu den Beobachtungen von Söderström, der über eine Zunahme der γδTCR+ T-
Zellen im peripheren Blut bei Patienten mit Morbus Crohn berichtet (174).  Zu den
Ursachen dieser unterschiedlichen Ergebnisse zählen möglicherweise die
unterschiedlichen Patientenpopulationen und die Tatsache, daß der Einfluß
medikamentöser Therapie (z. B. Steroide, Immunsuppressiva) auf den Phänotyp
der Lymphozyten nicht berücksichtigt wurde.
Während in der vorliegenden Arbeit keine Veränderungen im Phänotyp peripherer
T- und B-Zellen bei Morbus Crohn nachweisbar waren, fand sich bei den
Patienten mit Morbus Crohn ein im Vergleich zu Kontrollpatienten signifikant
geringerer Anteil von CD3-CD16+ NK-Zellen im peripheren Blut.  Ein derartiger
Abfall von NK-Zellen wurde bereits von Kontiainen et al. (175) beschrieben, die
dies aber nur bei Patienten mit schwerer Ausprägung des Krankheitsbildes
beobachten konnten, nicht aber bei Patienten mit milder Symptomatik.  Während
in den von uns durchgeführten Untersuchungen ein signifikanter Abfall der NK-
Zell-Konzentration nur im peripheren Blut nachgewiesen werden konnte, existieren
auch Berichte über verminderte NK-Zellen in der Rektumschleimhaut von
Patienten mit Morbus Crohn (169).  Hier bleibt anzumerken, daß in der
vorliegenden Arbeit bereits bei den Kontrollpatienten weniger als 2% NK-Zellen
aus der Darmschleimhaut isoliert werden konnten.  Eine weitere Reduzierung der
NK-Zellen bei Patienten mit Morbus Crohn deutete sich zwar an, erreichte aber
keine statistische Signifikanz.
Die Mechanismen, die zur Reduktion der NK-Zellen im peripheren Blut, bzw. im
Gastrointestinaltrakt bei Patienten mit Morbus Crohn führen sind nicht bekannt.
So sind bei Patienten mit Morbus Crohn in der Regel eher solche Zytokine erhöht,
die die NK-Zell-Funktion stimulieren und zur Zunahme der NK-Zellen (174) führen,
wie IL-2, IFN-γ und IL-12 (73,79,167,168).
Ebenso ist wenig bekannt über den Effekt medikamentöser Therapie bei Morbus
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Crohn auf die Anzahl und Funktion von NK-Zellen.  Denkbar ist jedoch, daß ein
niedriger Anteil an NK-Zellen eher durch die anti-inflammatorische,
immunosuppressive Therapie als durch den Krankheitsprozeß induziert wird.  Die
prognostische Signifikanz und möglichen therapeutischen Konsequenzen müssen
allerdings noch definiert werden.
Die Ergebnisse zeigen, daß IEL aufgrund gesteigerter zytolytischer Aktivität
gegenüber epithelialen Antigenen zum Krankheitsprozeß bei Morbus Crohn
beitragen können.  Ursache der gesteigerten zytolytischen Aktivität ist vermutlich
sowohl die Zunahme der CD8+ Zellen in der Darmschleimhaut als auch die
Aktivierung existierender IEL.  Die phänotypischen Veränderungen und
funktionelle Aktivierung der T-Zellen bei Morbus Crohn ist auf die intestinalen T-
Zellen beschränkt und konnten bei peripheren Lymphozyten nicht nachgewiesen
werden.  Bei peripheren Lymphozyten zeigte sich ein Abfall des Anteils der NK-
Zellen, dessen prognostische und therapeutische Bedeutung noch nicht geklärt ist.
5.4 INTESTINALE ISCHÄMIE/REPERFUSION
Die Bedeutung des Ischämie/Reperfusionsschadens (I/RS) bei der Entwicklung
postoperativer Komplikation wird bei einer Vielzahl chirurgischer Krankheiten, die
durch eine temporäre Unterbrechung der Blutversorgung gekennzeichnet sind, wie
z.B. inkarzerierten Hernien, Volvulus oder akuten arteriellen
Extremitätenverschlüssen, unterschätzt.  Demgegenüber wird in der
Transplantationsmedizin der Gewebeschädigung aufgrund von Ischämie und
Reperfusion per se größere Aufmerksamkeit geschenkt und es existieren
zahlreiche Ansätze zu Prophylaxe und Therapie des I/RS nach
Organtransplantation.
Der Ischämie/Reperfusionsschaden nach Transplantation unterscheidet sich aber
in mehreren Punkten vom I/RS bei den anderen oben genannten
Krankheitsbildern. So wird bei der Transplantation das ischämische Organ mit
einer Konservierungslösung perfundiert und kalt gelagert, bevor es einem
Empfänger transplantiert wird, der keiner Organischämie ausgesetzt war.  Beim
I/RS nach Volvulus oder Mesenterialinfarkt kommt es hingegen zu einer warmen
Ischämie des Organs ohne vorherige Perfusion mit einer protektiven
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Konservierungslösung.  Zusätzlich kommt es zu einem bislang wenig beachteten
Einfluß der Ischämie des betroffenen Organs auf den Gesamtorganismus.  So
führt z.B. die Unterbrechung der intestinalen arteriellen Perfusion zu einer
Verminderung des portalen Blutflusses und zur Umverteilung des Blutvolumens,
ein Effekt, der möglicherweise zur Dissemination des I/RS beiträgt (176).
Trotz dieser Unterschiede scheinen dem I/RS nach warmer oder kalter Ischämie
ähnliche pathophysiologische Mechanismen zugrunde zu liegen, die in den letzten
Jahren näher charakterisiert worden sind.  So konnte gezeigt werden, daß
Sauerstoffradikale, die insbesondere in der Frühphase nach Reoxygenation
gebildet werden, zentrale Mediatoren des Gewebeschadens sind (83,91-97).
Aber während in der Transplantationsmedizin durch Zugabe von Antioxidantien
und Xanthinoxidasehmmern zu den Konservierungslösungen bereits während der
Ischämiephase der Bildung der toxischen Sauerstoffradikalen vorgebeugt werden
kann (177), scheint ein derartiges Konzept für die Behandlung des warmen I/RS
nach z.B. Mesenterialinfarkt oder inkarzerierter Hernie nicht geeignet.  Diese
Patienten sind vor einer möglichen Therapie bereits einer Ischämiephase
unbestimmter Dauer ausgesetzt und können in der Regel erst kurz vor
Reperfusion einer Behandlung zugeführt werden.
In der vorliegenden Studie wurde daher in einem Modell der warmen intestinalen
Ischämie der Effekt einer Zytokinbehandlung kurz vor Reperfusion analysiert.
In diesem hier verwendeten Modell kam es nach intestinaler I/R zu einer schweren
Gewebeschädigung des Darmes, sichtbar an der Erhöhung der
Hyaluronsäurekonzentration im Serum (122).  Die intestinale Ischämie führte aber
nicht nur zur Schädigung des Darmes, sondern bewirkte auch eine
Gewebeschädigung in der Leber.  Diese Dissemination des I/RS schlug sich in
einer Erhöhung der Transaminasen im Serum nieder.  Auch dies stimmt mit
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen überein, die die Beteiligung primär nicht
ischämischer Organe beim I/RS beschrieben haben (83-87).  Welchen Anteil an
der Dissemination des I/RS in dem hier verwendeten Modell die Verminderung
des portalen Blutflusses hatte, läßt sich schwer eruieren, nicht zuletzt, weil eine
intestinale Ischämie ohne Beeinflussung des portalen Blutflusses schwierig zu
erreichen ist (176).
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Wie bereits beschrieben, wird reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) eine
entscheidende Rolle bei der Gewebeschädigung nach I/RS zugeschrieben (91-
97).  Die Freisetzung von ROS läßt sich u.a. über Veränderungen intrazellulärer
Antioxidantien, wie z.B. Glutathion nachweisen.  Glutathion, daß in der Zelle
überwiegend in seiner reduzierten Form (GSH) vorliegt, trägt als Protonendonator
zum Abbau der ROS bei (103-105).  Der damit verbundene Konzentrationsabfall
des reduzierten GSH kann als indirektes Maß für die in Anspruch genommene
antioxidative Kapazität der Zelle genommen werden (103,105).  Der von uns
beobachtete Konzentrationsabfall des reduzierten GSH sowohl im Darm als auch
in der Leber, in der Frühphase nach Reperfusion, deutet somit auf die Freisetzung
von ROS nach selektiver intestinaler Ischämie und Reperfusion hin.
Die Verwendung von GSH als Marker des oxidativen Streß unterliegt allerdings
einigen Einschränkungen, da Konzentrationsveränderungen des GSH nicht allein
durch Oxidation verursacht werden müssen.  So führt z.B. die Hemmung der
Glutathionreduktase z.B. durch Stickstoffmonoxid ebenfalls zu einer Senkung der
intrazellulären GSH-Konzentration (106).   Da es in dem hier verwendeten Modell
aber in der ersten Stunde nach Reperfusion zu keinem meßbaren signifikanten
Anstieg der NO-Metabolite im Serum kam, scheint der Abfall der GSH-
Konzentration in der ersten Stunde nach Reperfusion tatsächlich Folge der
oxidativen Wirkung freigesetzter ROS gewesen zu sein.
Neben der Freisetzung von ROS kommt es im Rahmen des I/RS auch zu einer
systemischen inflammatorischen Reaktion, die vermutlich zu den Organschäden
beiträgt.  Unklar ist bislang jedoch, ob sich eine Hemmung der inflammatorischen
Antwort günstig auf den Gewebeschaden nach I/RS auswirkt.  Über einen
positiven Effekt einer anti-inflammatorischen Therapie berichteten Lane und
Mitarbeiter (98), die eine verminderte Gewebeschädigung und geringere
leukozytäre Infiltration nach I/RS durch Gabe von IL-10 beobachteten.
Umso überraschender waren die Ergebnisse der vorliegenden Studie, in der es
nach Gabe von IL-10 nicht zu einer Abnahme, sondern zu einer Zunahme des
Gewebeschadens sowohl im Darm als auch in der Leber kam.
Die gegensätzlichen Ergebnisse von Lane et al. (98) und der hier vorgelegten
Studie beruhen möglicherweise u.a. auf dem Zeitpunkt der IL-10-Gabe.  Lane und
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Mitarbeiter verabreichten IL-10 bereits vor der Ischämiephase, wohingegen in der
vorliegenden Studie die Zytokingabe erst zum Ende der Ischämiephase, also kurz
vor Reperfusion erfolgte.  Lane et al. beobachteten eine Verminderung der
Neutrophileninfiltration in der Lunge nach Gabe von IL-10 (98).  Da
polymorphnukleäre Neutrophile als eine der Hauptquellen von ROS gelten
(87,178), kann man spekulieren, ob die verminderte Neutrophileninfiltration in ihrer
Studie auch zu einer verminderten Sauerstoffradikalfreisetzung geführt hat.
Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Studie nach Gabe von IL-10 ein
signifikant stärker ausgeprägter Abfall der GSH-Konzentration nach Gabe von IL-
10 beobachtet werden. Dieser GSH-Abfall deutet auf eine Zunahme des
oxidativen Streß nach IL-10 als Ursache des ausgeprägteren Gewebeschadens im
Darm nach I/RS hin (103).  In der Leber konnte hingegen keine Zunahme des
oxidativen Streß nach IL-10 Gabe beobachtet werden, was vermuten lässt, daß
hier andere Faktoren zur Verschlechterung des I/RS nach IL-10 beigetragen
haben.
Bei der Beobachtung eines negativen Effektes des anti-inflammatorischen IL-10
stellt sich die Frage nach dem Effekt eines pro-inflammatorischen Zytokins auf den
Gewebeschaden.  Interessanterweise war nach Gabe von IL-2 nur in der Leber,
nicht aber im Darm eine signifikante Minderung des Gewebeschadens zu
beobachten.  Der positive Effekt der IL-2-Gabe war in der Leber jedoch nicht auf
eine Minderung des oxidativen Streß zurückzuführen.  Alle mit IL-2 behandelten
Tiere wiesen in der ersten Stunde nach Reperfusion einen Abfall der GSH-
Konzentration auf, der dem der unbehandelten Kontrolltiere entsprach, was auf ein
ähnliches Ausmaß des oxidativen Streß in diesen beiden Gruppen hinweist.
Zusammengefaßt konnte gezeigt werden, daß es nach I/R zu oxidativem Streß in
Darm und Leber kommt.  Die Gabe von IL-10 führte zur Zunahme des
Gewebeschadens in beiden Organen, die aber nur im Darm mit einer Zunahme
des oxidativen Streß verbunden zu sein schien.  Die Gabe von IL-2 führte
hingegen nur in der Leber zu einer Verbesserung, was jedoch nicht auf einer
Verminderung des oxidativen Streß beruhte.
Die mögliche Erklärung der Zunahme der Gewebeschädigung nach IL-10, bzw.
der Verbesserung nach IL-2 beruht auf einer durch die Zytokingabe veränderten
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Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO).
Eine gesteigerte NO-Freisetzung nach I/R und Sepsis ist bereits von
verschiedenen Arbeitsgruppen einschließlich unserer eigenen beschrieben
worden (102,106,137,165,166,179-183). In Übereinstimmung damit konnte in der
vorliegenden Studie eine gesteigerte NO-Freisetzung nach I/R beobachtet
werden. Diese gesteigerte NO-Freisetzung beruhte auf der Induktion der NOS-2
nach intestinaler I/R sowohl in der Leber als auch im Darm.
Allerdings ist die Bedeutung von NO im Rahmen des I/RS noch umstritten.  So
werden verbesserte Mikrozirkulation, eine verminderte Leukozytenadhärenz und
eine verminderte Histaminfreisetzung als positive Effekte der NO-Freisetzung
genannt (178,181,182).  Außerdem wurde eine gesteigerte NO-Produktion im
Ileum als Grund für die relative Resistenz des Ileums gegenüber I/R induziertem
Gewebeschaden angeführt (184).  Gleichzeitig existieren aber Berichte über
negative Effekte von NO im Rahmen des I/RS, bzw. über positive Effekte von
NOS-Inhibitoren (102, 180)
Die vorliegende Studie scheint einen positiven Effekt der NO-Freisetzung, bzw.
negative Effekte bei fehlender NO-Bildung zu belegen.  So war der positive Effekt
der IL-2-Gabe von einer verstärkten und verlängerten NOS-2 mRNA-Expression
und einer gesteigerten NO-Freisetzung begleitet. Im Gegensatz dazu fehlte nach
IL-10-Gabe ein Anstieg der NO-Metabolite im Serum.  Tiere, die mit IL-10
behandelt worden waren, wiesen sogar geringere Nitrit/Nitratkonzentrationen nach
I/R auf, als unbehandelte Tiere.  Wir schließen daraus, daß die Zunahme der
Gewebeschädigung nach IL-10-Gabe u.a. auf der verminderten NO-Freisetzung
beruhte.  Mit dieser reduzierten NO-Freisetzung könnte auch eine verminderte
Neutralisation von ROS verbunden gewesen sein, was wiederum die Zunahme
des oxidativen Streß im Darm nach IL-10-Gabe erklären helfen könnte.
Zur Klärung der Frage, ob noch andere Faktoren als oxidativer Streß und
verminderte NO-Freisetzung zur Zunahme der Gewebeschädigung nach IL-10
beigetragen haben, wurde die Expression der induzierbaren Hämoxygenase-1
analysiert.  Dem Streßprotein HO-1 wird eine protektive Wirkung gegenüber
oxidativem Streß zugesprochen (85,107-109). Diese protektive Wirkung wird
vermutlich aber nicht durch das Enzym direkt, sondern durch die beim Abbau des
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toxischen Häm entstehenden potenten Antioxidantien Bilirubin und Biliverdin
vermittelt sowie durch das vasodilatatorisch wirkende Kohlenmonoxid (112).
Während der Mangel an HO-1 mit einer erhöhten Empfindlichkeit gegenüber
streß-induzierter Gewebeschädigung einhergeht (185), ist auch die
Überexpression der HO-1 mit negativen Effekten behaftet. So kann die
Überexpression der HO-1 u.a. zur Hemmung der zellulären Immunfunktion führen
(186).
In der vorliegenden Studie führte die intestinale Ischämie/Reperfusion zu einer
gesteigerten HO-1 mRNA-Expression in beiden Organen bis zu 24 Stunden nach
Reperfusion.  Nach Zytokingabe fanden sich unterschiedliche Effekte in Darm und
Leber.  In der Leber zeigte sich weder nach IL-2- noch nach IL-10-Gabe eine
Veränderung der HO-1 Expression, so daß weder der positive Effekt von IL-2 noch
der negative Effekt von IL-10 auf einer veränderte Expression der HO-1
zurückzuführen war.
Im Darm hingegen, zeigte sich eine deutliche Überexpression der HO-1 nach IL-2-
Gabe und eine diskrete Verminderung der HO-1 mRNA Expression nach IL-10-
Gabe. Die Überexpression der HO-1 mRNA im Darm könnte sich negativ auf den
Ischämie/Reperfusionschaden ausgewirkt haben und damit einen möglichen
positiven Effekt der IL-2-Gabe im Darm egalisiert haben.
Zusammenfassend führt die selektive intestinale Ischämie zu einer
Gewebeschädigung in Darm und Leber. Die Hemmung der inflammatorischen
Antwort ist von einer Zunahme der Gewebeschädigung begleitet, die
möglicherweise auf einer Zunahme des oxidativen Streß als auch auf der
verminderten NO-Produktion beruhte.
Die Gabe des pro-inflammatorischen IL-2 führte zu einer Verminderung des
Gewebeschadens in der Leber.  Im Darm war hingegen keine Verbesserung des
I/RS zu beobachten.  Die Steigerung der NO-Produktion könnte zur Erklärung der
verringerten hepatischen Schädigung beitragen.  Der negative Effekt der IL-2-
Gabe im Darm bleibt hingegen unklar, als Ursache ist die beobachtete
Überexpression der Hämoxygenase-1 denkbar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG
Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war es, intraepitheliale Lymphozyten
bei verschiedenen gastrointestinalen Erkrankungen zu charakterisieren.  Dazu
wurden Phänotyp und Funktion der IEL nach Dünndarmtransplantation, bei akuter
Graft-versus-Host-Reaktion, bei LPS-induzierter Sepsis und bei chronisch
entzündlichen Darmerkrankungen charakterisiert.
Neben der immunologischen Aktivierung kommt es bei gastrointestinalen
Erkrankungen aber auch zu einer Störung der mukosalen Integrität, wobei
oxidativem Streß als pathogenetischem Faktor eine wichtige Rolle zugeschrieben
wird. Im zweiten Teil der Arbeit wurde daher in einem
Ischämie/Reperfusionsmodell, einem Modell ohne allogene oder infektiöse
Genese der Gewebeschädigung, das Ausmaß des oxidativen Streß und die
Expression endogener Schutzmechanismen analysiert.
Nach allogener Dünndarmtransplantation war eine Infiltration der
Darmschleimhaut mit Empfängerzellen und nach GvHR eine Infiltration der
Darmschleimhaut mit Spenderzellen zu beobachten.  Dabei wiesen die
infiltrierenden Zellen unabhängig von Immunsuppression, akuter Abstoßung oder
Schweregrad der GvHR einen Phänotyp auf, der identisch war mit dem nativer
IEL.  Im Verlauf der Erkrankung kam es zu einer weiteren phänotypischen
Übereinstimmung von infiltrierenden Lymphozyten und IEL, so daß mehrere
Monate nach Erkrankungsbeginn auch Subpopulationen der infiltrierenden Zellen
nachgewiesen werden konnten, die typisch für IEL sind, aber im peripheren
Immunsystem nicht vorkommen.  Nach Dünndarmtransplantation oder GvHR
migrieren selektiv bestimmte T-Zell Subpopulationen in die Darmschleimhaut,
bzw. reifen infiltrierende Vorläuferzellen dort zu „IEL-ähnlicher“ Lymphozyten.
Sowohl bei akuter Abstoßung nach Dünndarmtransplantation als auch bei akuter
intestinaler GvHR trat eine Gewebezerstörung im Gastrointestinaltrakt auf, für die
infiltrierende, spezifische zytotoxische T-Zellen verantwortlich gemacht werden.
In Übereinstimmung mit dieser Hypothese konnte bei akuter Abstoßung nach
allogener Dünndarmtransplantation eine gesteigerte spezifische zytolytische
Aktivität isolierter IEL gegenüber Spenderantigenen nachgewiesen werden.  Die
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Herabsetzung dieser anti-Spender-Aktivität durch die immunsuppressive Therapie
mit Tacrolimus unterstützt die Annahme einer Beteiligung spezifischer anti-
Spender T-Zellen an der Gewebezerstörung bei akuter Abstoßung.
Eine spezifische zytolytische Aktivität der isolierten IEL konnte auch bei akuter
GvHR nachgewiesen werden.  Zusätzlich fand sich nach GvHR eine Steigerung
der unspezifischen zytolytischen Aktivität der IEL. Dabei bleibt unklar, ob diese
unspezifische zytolytische Aktivität tatsächlich zu einer Zunahme des
Gewebeschadens bei GvHR geführt hat, oder ob die Aktivitätssteigerung nicht
vielmehr Ausdruck der Überwachungsfunktion der IEL und damit notwendiger
Bestandteil bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Barrierefunktion war.
Als Modell einer gram-negativen Infektion diente die intravenöse Gabe von LPS,
das in der verwendeten Dosis bei Mäusen zu einem nicht-letalen septischen
Krankheitsbild führte.  In diesem Modell war eine Aktivitätszunahme der IEL mit
Steigerung sowohl der zytolytischen als auch der proliferativen Aktivität, und einer
Zunahme der Zytokinproduktion der isolierten Lymphozyten zu beobachten.
Die gesteigerte zytolytische Aktivität der IEL war Resultat einer funktionellen
Aktivierung der Zellen und nicht auf die Expansion einer Subpopulation
zurückzuführen.  Die Zunahme der zytolytischen und proliferativen Aktivität der
IEL nach Sepsis könnte aber auch autokrin durch die gesteigerte IFN-γ
Freisetzung in der Frühphase nach Endotoxinämie unterstützt worden sein.
Denkbar ist folgendes vereinfachtes Szenario:  Die Translokation von Bakterien
führt zur Endotoxinämie und induziert einen frühen Anstieg der IFN-γ Produktion
durch IEL. Die IFN-γ Freisetzung löst über eine autokrine Aktivierung eine
Steigerung der zytolytischen und proliferativen Aktivität der IEL aus.  Als Resultat
dieser Aktivierung ergbt sich die Beseitigung infizierter oder alterierter
Epithelzellen durch die aktivierten IEL. Schließlich führt die Freisetzung von IFN-γ
durch IEL zu einer gesteigerten NO-Produktion aufgrund der Induktion der NOS-2
in den Epithelzellen, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden
konnte.
Zusammengefaßt kommt es nach Endotoxinämie zu einer sequentiellen
Aktivierung verschiedener Abwehrmechanismen in der Darmschleimhaut.  LPS
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führte zur funktionellen Aktivierung der IEL mit einer frühzeitig gesteigerten IFN-γ
Produktion, sowie einer nachfolgenden Steigerung der zytolytischen und
proliferativen Aktivität.  Die gesteigerte NOS-2 Expression beruhte vermutlich u.a.
auf der gesteigerten Zytokinproduktion der IEL. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
daß IEL während Septikämie nicht nur als zytolytische Effektorzellen zur
Barrierefunktion beitragen, sondern auch als regulierende Zellen Effekte auf
weitere Abwehrmechanismen wie der Expression der NOS-2 entfalten.
Immunologische Dysregulation kristalliert sich zunehmend als entscheidender
pathogenetischer Faktor der entzündlichen Darmerkrankung heraus.  Dabei
scheint die überschießende und unverhältnismäßige Aktivierung intestinaler
Lymphozyten eine wichtige Rolle zu spielen, wenngleich die auslösenden
Momente für diese Aktivierung noch ungeklärt sind.
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine Aktivierung intestinaler Lymphozyten
bei Patienten mit Morbus Crohn nachgewiesen werden.  Dabei zeigten die
isolierten Zellen eine gesteigerte zytolytische Aktivität gegenüber Tumorzellen
epithelialen Ursprungs.  Diese gesteigerte Aktivität beruhte weder auf NK-Aktivität,
noch war sie MHC-restringiert, beschränkte sich auf intestinale Lymphozyten und
konnte bei peripheren Lymphozyten nicht nachgewiesen werden. Zusätzlich
konnte bei diesen Patienten eine Zunahme der CD8+ T-Zellen in der
Darmschleimhaut nachgewiesen werden.  Diese Zunahme hat vermutlich auch zur
Steigerung der zytolytische Aktivität der IEL beigetragen.
Die beobachteten phänotypischen und funktionellen Veränderungen fanden sich
nur bei intestinalen Lymphozyten. Demgegenüber konnten wir weder
phänotypische noch funktionelle Unterschiede zwischen peripheren
Blutlymphozyten von Patienten mit Morbus Crohn und Lymphozyten von
Kontrollpatienten nachweisen.  Allerdings fand sich bei Patienten mit Morbus
Crohn ein im Vergleich zu Kontrollpatienten signifikant geringerer Anteil von CD3-
CD16+ NK-Zellen im peripheren Blut.  Die prognostische Signifikanz und mögliche
therapeutische Konsequenzen dieses NK-Zell Abfalls müssen noch definiert
werden.
Nach intestinaler Ischämie/Reperfusion (I/R) konnte eine schwere
Gewebeschädigung des Darmes beobachtet werden.  I/R führte aber nicht nur zur
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Schädigung des Darmes, sondern bewirkte auch eine Gewebeschädigung in der
Leber.  Daran beteiligt waren waren vermutlich reaktive Sauerstoffradikale (ROS),
deren Freisetzung in der Frühphase nach I/R durch den Konzentrationsabfall des
reduzierten GSH sowohl im Darm als auch in der Leber nachgewiesen werden
konnte.
Neben der Freisetzung von ROS kommt es im Rahmen des I/RS auch zu einer
systemischen inflammatorischen Reaktion.  Unklar ist bislang jedoch, ob sich eine
Hemmung oder Stimulation der inflammatorischen Antwort günstig auf den
Gewebeschaden nach I/RS auswirkt.  In der vorliegenden Arbeit wurde daher
versucht, den I/RS durch Gabe des pro-inflammatorischen IL-2 und durch Gabe
des anti-inflammatorischen IL-10 zu modulieren.
Dabei konnte gezeigt werden, daß die Gabe von IL-10 zur Zunahme des
Gewebeschadens in beiden Organen führte, aber nur im Darm mit einer Zunahme
des oxidativen Streß verbunden war.  Die Gabe von IL-2 führte hingegen vor allem
in der Leber zu einer Verbesserung des I/RS, was jedoch nicht auf einer
Verminderung des oxidativen Streß beruhte.
Die Zunahme der Gewebeschädigung nach IL-10, bzw. der Verbesserung nach IL-
2 läßt sich möglicherweise auf eine durch die Zytokingabe veränderte Freisetzung
von Stickstoffmonoxid (NO) zurückführen.  So war der positive Effekt der IL-2-
Gabe von einer verstärkten und verlängerten NOS-2 mRNA-Expression und einer
gesteigerten NO-Freisetzung begleitet. Im Gegensatz dazu fehlte nach IL-10-
Gabe ein Anstieg der NO-Metabolite im Serum.
Wir schließen daraus, daß die Zunahme der Gewebeschädigung nach IL-10-Gabe
u.a. auf der verminderten NO-Freisetzung beruhte.  Mit dieser reduzierten NO-
Freisetzung könnte auch eine verminderte Neutralisation von ROS verbunden
gewesen sein, was wiederum die Zunahme des oxidativen Streß im Darm nach IL-
10-Gabe erklären helfen könnte.
Zur Klärung der Frage, ob noch andere Faktoren als oxidativer Streß und
verminderte NO-Freisetzung zur Zunahme der Gewebeschädigung nach IL-10
beigetragen haben, wurde die Expression der induzierbaren Hämoxygenase-1
analysiert.  In der vorliegenden Studie führte I/R zu einer gesteigerten HO-1
mRNA-Expression in beiden Organen.  Nach Zytokingabe fanden sich
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unterschiedliche Effekte in Darm und Leber.  In der Leber zeigte sich weder nach
IL-2- noch nach IL-10-Gabe eine Veränderung der HO-1 Expression, so daß
weder der positive Effekt von IL-2 noch der negative Effekt von IL-10 auf einer
veränderte Expression der HO-1 zurückzuführen war.  Im Darm hingegen, zeigte
sich eine deutliche Überexpression der HO-1 nach IL-2 Gabe und eine diskrete
Verminderung der HO-1 mRNA-Expression nach IL-10 Gabe.  Die Überexpression
der HO-1 mRNA im Darm könnte sich negativ auf den
Ischämie/Reperfusionschaden ausgewirkt haben, und damit einen möglichen
positiven Effekt der IL-2-Gabe im Darm egalisiert haben.
Zusammenfassend führt die selektive intestinale Ischämie zu einer
Gewebeschädigung in Darm und Leber. Die Hemmung der inflammatorischen
Antwort ist von einer Zunahme der Gewebeschädigung begleitet, die
möglicherweise auf einer Zunahme des oxidativen Streß, als auch auf der
verminderten NO-Produktion beruhte.
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Abkürzungsverzeichnis
FACS fluorescence activated cell sorting, Durchflußzytometrie
FSC forward light scatter, Streuung des Lichts im Engwinkel
GALT Gut associated lymph system
GSH reduzierte Tripeptidform von Glutathion
GSSG oxidierte Disulfidform von Glutathion
HO-1 induzierbare Isoform der Hämoxygenase
HSP Heat-Shock-Protein
IEL intraepitheliale Lymphozyten
IFN-γ Interferfon-γ
IL-2 Interleukin-2
IL-10 Interleukin-10
I/R Ischämie / Reperfusion
I/RS Ischämie / Reperfusionsschaden
LPL Lamina propria Lymphozyten
LPS Lipopolysaccharid
MLNL Lymphozyten der mesenterialen Lymphknoten
NO Nitric Oxide, Stickstoffmonoxid
NOS-2 induzierbare Isoform der Stickstoffmonoxidsynthase
PCR Polymerase Kettenreaktion
PMN periphere Blutlymphozyten
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PPL Lymphozyten der Peyerschen Plaques
ROS reaktive Sauerstoffspezies
SIRS systemic inflammatory response syndrome
SSC side scatter, Streuung des Lichts im rechten Winkel
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